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AVALIACAO DO POTENCIAL  ANTITUMORAL DE FLAVONOIDES
POLIHIDROXILADOS SOBRE CELULAS DE GLIOBLASTOMA HUMANO

RESUMO

Neste trabalho objetivamos investigar propriedades antitumorais de flavondides
polihidroxilados  5,7-dihidroxiflavona  (crisina),  3’,4’-dihidroxiflavona, 4°,5,7-
trinidroxiflavona (apigenina), 3,4',5,7-tetrahidroxiflavona (kaempferol), 3,3',4',5,6-
pentahidroxiflavona (quercetina), e 3-O-rutinosideo de 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona
(rutina) em células de glioblastoma multiforme humano, usando como modelo a
linhagem de células GL-15. Em um primeiro estudo, investigamos o efeito do
flavonoide rutina em células GL-15. Foi observado que rutina (50-100 uM) reduziu a
proliferacdo e a viabilidade de células GL-15, bem como o0s niveis de expresséo de
ERK1/2 fosforilada (P-ERK 1/2), e acimulo das células na fase G2 do ciclo celular.
Por outro lado, 87,4% das células expostas a 100 puM de rutina entraram em
apoptose, como revelado pela citometria de fluxo, apdés marcacdo com Anexina V/PI.
Condensacdo nuclear e a fragmentacdo de DNA também foram observados,
confirmando a ocorréncia de apoptose. Além disso, as células remanescentes
tratadas com 50 uM de rutina apresentaram um padrao morfologico de diferenciacao
astroglial em cultura, caracterizada pela presenca de um corpo celular condensado e
finos processos com expressdo elevada de GFAP. Em um segundo estudo,
investigamos o efeito de flavonoides polihidroxilados na viabilidade celular, modificagéo
fenotipica e na capacidade invasiva e migratéria em cultura de células GL-15. Nos
observamos que os flavondides crisina, apigenina e 3’,4’-dihidroxiflavona induziram
uma significativa reducéo na viabilidade das células apés 48 h de tratamento, além
de mudancas ultraestruturais indicativas de apoptose. Os flavonoides avaliados
também mostraram serem morfogénicos para células GL-15, induzindo um fendtipo
com padrdo de diferenciacdo astroglial, caracterizada pela presenca de um corpo
celular condensado e finos processos citoplasmaticos, com expressdo de GFAP. A
analise por microscopia eletronica de varredura também revelou uma reducédo de
estruturas tipo filopodias na superficie celular, apés tratamento com os flavonoides
em estudo. Observamos que os flavondides induziram um retardo na migracdo das
células GL-15 em ensaios de migracao apos as primeiras 12 h de tratamento, bem
como regularam a expressao de proteinas componentes da MEC, sendo observada
marcacao intra e extracelular para a fibronectina e marcacdo predominantemente
intracelular para e laminina. Podemos também evidenciar que todos os flavonoides
testados induziram uma reducdo na expressdo e na atividade de MMPs, e que a
expressdo de CX43 foi reduzida apds tratamento com rutina. Devido a capacidade
de induzir a diferenciacéo, inibir migracéo celular e induzir a apoptose em cultura de
células de glioblastoma humano, flavondides polihidroxilados podem ser
considerados como potentes candidatos para o tratamento de gliomas malignos. O
conjunto dos resultados deste estudo, que demonstram que a rutina e flavondides
polihidroxilados possuem capacidade de induzir a diferenciacdo, inibir migracéo
celular e induzir a apoptose em cultura de células de glioblastoma humano, sugere
flavonoides como potentes candidatos a adjuvantes para o tratamento de tumores
cerebais malignos como glioblastoma multiforme.

Palavras-chave: flavonoides, glioblastomas, apoptose, diferenciacdo, MEC, MMP.



[EVALUATION OF THE ANTITUMORAL POTENTIAL OF POLYHYDROXILIC
FLAVONOIDS ON HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS]

ABSTRACT

In this work, we investigated the effect of polyhydroxilic flavonoids 5,7-
dihydroxiflavone (crisin), 3’,4’-dihydroxyflavone, 4’°,5,7-trihidroxiflavone (apigenin),
3,4',5,7-tetrahidroxiflavone (kaempferol), 3,3',4',5,6-pentahydroxyflavone (quercetin),
and 3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone-3-rutinoside (rutin) on cell viability, phenotypic
change, in migratory and invasive capacity in cultured of human glioblastoma
multiform cells, using as a model the highly proliferative human cell line GL-15. In a
first study we investigated the effects of the flavonoid rutin (3,3,4',5,7-
pentahydroxyflavone-3-rutinoside) on growth, viability and morphology of
glioblastoma cells. We observed that rutin (50-100 pM) reduced proliferation and
viability of GL-15 cells, leading to decreased levels of ERK1/2 phosphorylation (P-
ERK1/2) and accumulation of cells in the G2 phase of the cell cycle. On the other
hand, 87.4% of GL-15 cells exposed to 100 uM rutin entered apoptosis, as revealed
by flow cytometry after AnnexinV/PI staining. Nuclear condensation and DNA
fragmentation were also observed, further confirming that apoptosis had occurred.
Moreover, the remaining cells that were treated with 50 uM rutin presented a
morphological pattern of astroglial differentiation in culture, characterised by a
condensed cell body and thin processes with over expression of GFAP. In second
study, we investigated the effects of rutin and the others polyhydroxylated flavonoids
on viability, morphology, and structure of GL-15 gliobastoma cells, and also the
effects on regulation of elements involved in cellular invasion, as cell migration, and
expression of MEC, MMPs, and CX43. We observed that, measuring mitochondrial
metabolism through MTT-teste, that flavonoids chrysin, apigenin and 3'4'-
dihydroxyflavone induced a significative reduction in viability GL-15 cells, besides
ultrastructural features of apoptosis. Flavonoids tested also induced morphological
changes in GL-15 cells, which acquired a phenotype pattern of astrocytic
differentiation, characterized by the presence of a condensed cell body and thin and
long cellular processes, expressing GFAP. Scanning electron microscopy showed
that flavonoids induced a reduction in filopodia-like structures on the cell surface of
GL-15 cells. We found that flavonoids induced a delay in the migration capacity of
glioblastoma cells, after the first 12 h after treatment, and cells exhibited increase in
intra and extracellular expression fibronectin, and mainly intracellular expression of
laminin. Moreover, we also observed that flavonoids induced reduction on MMP-2
expression and MMP activity, and a reduction on Cx43 expression after treatment
with rutin. Taken together, these finds show that rutin and polyhydroxylated
flavonoids can inhibit the growth, induce morphological changes or apoptosis, and
regulate the expression of components involved in tumor cell migration and invasion,
these molecules may be considered as potential adjuvants for therapy of CNS
malignant tumor as glioblastomas.

Keywords: flavonoids, glioblastoma, apoptosis, differentiation, MEC, MMP
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14
INTRODUCAO GERAL

1. Células gliais: aspectos estruturais e funcionais no SNC

No Sistema Nervoso Central (SNC) os gliécitos (ou células da glia) sdo muito
mais numerosos que os neurdnios, apresentando diferentes tipos morfoldgicos. O
corpo celular geralmente € menor que o dos neur6nios, com seu nucleo ocupando
grande parte do corpo celular. Os gliécitos ndo apresentam axonios, e seus
prolongamentos podem fazer contato com capilares sanguineos e outras células do
sistema nervoso, estabelecendo assim uma forma de manter o metabolismo (LENT,
2005). Estas células sao caracterizadas funcional e morfologicamente em
oligodendrécitos, microglia e astrécitos. Os oligodendrécitos possuem
prolongamentos celulares, formando expansdes que sdo fundamentais para a
formacéo da bainha de mielina em torno dos axdnios centrais, garantindo a rapida e
eficiente conducao do impulso nervoso. As células da microglia, por outro lado, sé&o
consideradas como as células imuno-efetoras do SNC, e tém sido implicadas nos
mecanismos de patogénese de diferentes doencas neurodegenerativas como o Mal
de Alzheimer, Doenca de Parkinson, Esclerose Mdltipla, e Deméncia associada a
AIDS (DICKSON et al., 1993). Outros estudos tém mostrado o envolvimento da
microglia na migracdo e invasao de gliomas (SLIWA et al., 2007). Trabalhos tém
postulado que a funcdo de defesa das células da microglia contra glioma sao
comprometidas pelo tumor devido, por exemplo, a expressdao de moléculas de MHC
classe Il danificada (FLUGEL et al., 1999; SCHARTNER et al, 2005). A microglia
pode facilitar a sobrevivéncia do neurbnio pela secrecdo de substancias
neurotréficas, ou através da ativacdo de astrocitos, sendo igualmente capaz de
liberar fatores neurotéxicos (GIULIAN et al., 1994).

Os astrocitos constituem cerca de metade de toda a populacado glial. Estas
células possuem inameros prolongamentos que emergem do corpo celular e que se
ramificam profusamente formando uma densa arborizacdo (LENT, 2005). Os
astrocitos geralmente sédo reconhecidos pela expressao caracteristica de proteinas
do citoesqueleto, tais como a proteina acida fibrilar glial (GFAP [glial fibrilary acidic
protein]) e vimentina, bem como pela presenca da proteina S100B (proteina ligante

de calcio), e da enzima glutamina sintetase (NONES et al., 2010). Essas células sédo
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particularmente fundamentais para o aporte de nutrientes do sangue para as células
nervosas e para o controle das concentracbes de ions no meio extracelular e
armazenamento de glicogénio; participam ainda dos mecanismos de cicatrizagéo e
de defesa imunitaria nas lesdes ou infec¢gbes do tecido nervoso e dos fenébmenos de
detoxicacdo cerebral (NONES et al., 2010; TARDY et al., 1981; TARDY, 1991).
Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que interacdo astrécito-neurbnios sao
essenciais para a sobrevivéncia e fungcédo dos neurdnios. A secre¢cao extracelular de
componentes da matriz, como fibronectina e laminina pelos astrocitos € fundamental
para a determinagao de polaridade neuronal, o crescimento axonal, a diferenciagéo
das células-tronco, a migracao e a proliferacdo neuronal (GOMES et al., 2001;
ALVAREZ-BUYLLA & GARCIA-VERDUGO, 2002; CHRISTOPHERSON et al., 2005).

No SNC, as duas populacdes celulares que sao capazes de reagir a injarias
causadas aos neurdnios, seja alterando suas morfologias seja modificando os
padroes de expressdo de fatores neurotréficos e/ou neurotoxicos, ou ainda, a
associacao desses dois fendmenos, sdo 0s astrocitos e a microglia (STREIT et al.,
1999). Sabe-se pouco a respeito das interacdes entre estes dois tipos celulares, mas
ja é conhecido que os astrocitos influenciam algumas atividades da microglia e vice-
versa, principalmente no que se refere a producdo de substancias, como citocinas,
por exemplo. Ap0s danos no sistema nervoso, 0s astrocitos invariavelmente
proliferam, sofrem extensiva hipertrofia do nudcleo, do corpo e dos processos
celulares, e desenvolvem fibrose pelo aumento da expressédo da GFAP, sendo este
estado conhecido como gliose ou astrogliose reativa. Entretanto, esse processo nao
€ estereotipico, podendo variar em extensao, tempo de desenvolvimento, grau de
hipertrofia ou hiperplasia e outras propriedades, dependendo da natureza da lesdo e
da area especifica afetada do SNC (MONTGOMERY, 1994; COOKSON &
PENTREATH, 1994; ASCHNER, 1998; MEAD & PENTREATH, 1998; GOMES et al.,
1999; AULD, et al., 2003).

A astrogliose é geralmente detectada antes de um efeito téxico em neurdnios
e, portanto, pode ser considerada como um marcador precoce de neurotoxicidade
(O'’CALLAGHAN, 1991; MONNET-TSCHUDI et al., 1995). Além da GFAP, astrécitos
reativos alteram a expressdo de uma variedade de proteinas, incluindo a proteina

dos filamentos intermediarios vimentina, a enzima glutamina sintetase (GS) e varias
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citocinas (NONES et al.,, 2010; EDDLESTON & MUCK, 1993). Modificacdes nos
astrocitos podem ser usadas como marcadores para Varios tipos de danos no SNC.
Em particular, a astrogliose ocorre devido a danos fisicos (MC GRAW et al., 2001;
COSTA et al.,, 2002; RAGHUPATHI, 2004), exposi¢cdo a substancias toxicas, tais
como 5,7-dihidroxitriptamina  (FRANKFURT et al.,, 1991) ou &cido -cainico
(RATABOUL et al., 1989), e também em alguns estagios de doenca inflamatérias
desmielinizantes e genéticas do SNC (NORTON et al., 1992). As inter-relagdes entre
células gliais e neurais ndo s6 contribuem para o desenvolvimento, funcdo e
capacidade reparativa do cérebro, mas também podem participar na sua
deterioracdo devido a senescéncia ou doenca (DAVIES et al., 2000).

Segundo Rutka & Smith (1993), os astrocitos podem reagir e proliferar apés
injaria cerebral e ter a mais alta predisposicéo a transformacédo maligna. Nos danos
no SNC, bem como durante desenvolvimento intacto do cérebro, o crescimento de
axonios ocorre na presenca de astrocitos, que lhes servem como guia (CLEMENT et
al., 1998; GARWOOD et al., 1999; COSTA et al., 2002; NADARAJAH, 2003).

Assim como os astrocitos, as células microgliais assumem varias aparéncias
morfolégicas que podem ser correlacionadas a estagios funcionais distintos. Tais
alteracdoes morfologicas e/ou funcionais destas células caracterizam sua reatividade,
num fendmeno conhecido como microgliose. Estas células tanto podem facilitar a
sobrevivéncia dos neurbnios, pela secrecédo de substancias neurotréficas e ativacao
dos astrocitos (GIULIAN et al., 1994), como, também, estdo associadas a doencas
neurodegenerativas como mal de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose
multipla, deméncia associada a AIDS (DICKSON et al.,, 1993). Ainda, ja foi
demonstrado que a ativacdo da microglia, independentemente de sua etiologia,
desempenha um papel crucial na denominada resposta imune inata, i.e. uma reacao
independente do recrutamento de linfocitos imunocompetentes, e que representa um

estado fisiopatologico comum para diferentes desordens do SNC (ALOISI, 2001).

A microglia ativada pode produzir citocinas que tém efeito pro-regenerativo,
como a IL-6 e o TGFpB, assim como as citocinas pré-inflamatérias TNFa e a IL-1
(STREIT et al, 1988 apud STREIT, WALTER & PENNEL, 1999). Tais citocinas agem

como mediadores em danos celulares, induzindo proliferacdo de astrécitos e de
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células microgliais (HAO et al., 2002). O o6xido nitrico é outro importante fator
produzido pela microglia e astrécitos ativados. Considerado como potente
mensageiro bioldgico, o0 NO é um radical livre de vida curta que media uma
variedade de fungdes bioldgicas, incluindo homeostasia vascular, neurotransmissao,
acdo microbicida, atividade antitumoral e citotoxicidade. Este gas, quando liberado,
pode se combinar com o peréxido ou o superdoxido de hidrogénio, produzindo
radicais peroxinitritos altamente reativos (DAWSON & SNYDER 1994; MANNING et
al., 2001). Entretanto, apesar desta funcdo imunoprotetora, estudos recentes tém
mostrado o envolvimento da microglia/macréfagos na proliferacdo de gliomas
malignos (ZHAI, HEPPNER & TSIRKA, 2011).

2. Aspectos da biologia de gliomas malignos

As células gliais podem se transformar em gliomas com diferentes graus de
malignidade (KLEIHUES, BURGER & SCHANEIDER, 1993). A atual classificagcdo da
Organizacdao Mundial da Saude (OMS) separa os gliomas astrociticos em duas
categorias principais, sendo um grupo muito comum de tumores com infiltracédo
difusa (astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico e glioblastoma) e um segundo
grupo menos comum de neoplasias astrocitarias com um crescimento geralmente
mais circunscrito  (astrocitoma pilocitico e xantoastrocitoma pleomdrfico)
(REIFENBERGER & COLLINS, 2004). No ser humano adulto, os astrocitomas
difusos de baixo grau (World Health Organization, grau Il), evoluem inevitavelmente
para tipos histologicos de tumor mais malignos, tais como astrocitoma anaplasico
(WHO grau lll) e/ou para glioblastoma (WHO grau IV), neste caso conhecido como
glioblastoma secundario. O termo glioblastoma primario se aplica a um tumor glial
gue se desenvolve sem uma lesdo tumoral antecedente (REIFENBERGER &
COLLINS, 2004; KLEIHUES, BURGER & SCHANEIDER, 1993).

A incidéncia de tumores cerebrais em todo o mundo é de cerca de 7 em cada
100.000 habitantes por ano. Os glioblastomas podem se desenvolver em qualquer
idade, mas a grande maioria dos casos ocorrem em pacientes adultos com idade
entre 50 e 70 anos (REIFENBERGER & COLLINS, 2004). Este tumor esta localizado

frequentemente nos lobos frontais, seguidos dos temporais e parietais ocupando
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geralmente o centro branco medular, podendo atingir mais de um lobo, provocando
freqientemente assimetria dos hemisférios, alargamento dos giros correspondentes
e distorcdo do sistema ventricular (DAUMAS-DUPORT et al., 1988; KLEIHUES,
BURGER & SCHNEIDER, 1993). Pacientes com glioblastoma apresentam um
prognostico muito pobre, com sobrevida média relatada entre 9 e 11 meses, apesar
da terapéutica moderna (COLLINS, 2002).

O aspecto macroscopico dos diversos tipos de glioblastoma varia
consideravelmente, ndo sendo possivel encontrar limites nitidos entre o tumor e os
tecidos cerebrais vizinhos. Quanto ao crescimento, ocorre geralmente ao longo das
fibras nervosas, podendo haver propagacao para o hemisfério inteiro e também para
o hemisfério oposto através do corpo caloso. O tecido neoplasico é friavel, sem
brilho, granuloso, acinzentado, salpicado de focos hemorragicos e de necrose (Fig.
1), tornando-se exclusivas estas caracteristicas ao tumor (REIFENBERGER &
COLLINS, 2004; COTRAN, et al., 2007).

‘lh
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Figura 1- Imagens por ressonancia magnética e corte histoldgico de glioblastoma
multiforme. Da direita para a esquerda: padrdao em disco necrotico de glioblastoma
visualizado por ressonancia magnética; angiograma lateral obtido apos injecdo de
contraste em caroétida, evidenciando uma grande hipervascularizacao irregular, com
colecdo do material de contraste (setas) e borda externa da regido cortical do tumor
(*)irregular e com uma margem externa fina, uma aperencia mais tipica de
glioblastoma multiforme; coloracdo H-E de corte histolégico, podendo ser
visualizados vasos glomeruloides em G (aumento originalx250). (Adaptado de
SMIRNIOTOPOULOS et al., 2007).
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O aspecto histologico peculiar do glioblastoma multiforme € a presenca de
proliferacdo de células imaturas, pequenas, arredondadas, com citoplasma de limites
imprecisos (Fig. 2). Estes tumores sao compostos por células de varios morfologias,
incluindo astrdcitos fibrilares e gemistociticos (com citoplasma volumoso, vitreo e
eosinofilico), com células de aspecto fusiformes, anaplasicas e pleomorficos.
Observam-se também células gigantes multinucleadas, e muitas das células
apresentando marcante atipia nuclear, com nucleos irregulares, excéntricos e de
aspectos morfoldgico irregular, e alta atividade mitética (MILLER & PERRY, 2007). E
caracteristico também, além da variabilidade do quadro histolégico, a presenca de
areas de necrose, rodeadas por células tumorais dispostas em pseudopalicada
(MILLER & PERRY, 2007; REIFENBERGER & COLLINS, 2004; COTRAM, 2007).

Usian !

Figura 2- Coloracdo pelo H&E de glioblastomas. A: Glioblastoma de grau WHO IV.
Alta celularidade, com células pleomoérficas com atividade mitética; (Adaptado de
REIFENBERGER & COLLINS, 2004). B: Glioblastoma multiforme gemistocitico, com
células de morfologia variada, eosinofilicas, citplasma volumoso e ndcleo excéntrico

e com morfologia irregular (Adaptado de MILLER, 2007).

A analise por microscopia eletrbnica mostra que a maioria das células de
glioblastoma pertencem a linhagem astrocitica, com diferentes graus de

diferenciacdo, vascularizagdo abundante, representado por capilares e vasos de
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pequenos e médios calibres, paredes mal formadas, nao se distinguindo as artérias
das veias. A proliferacédo vascular, frequente nos glioblastomas, depende de fatores
mitogénicos tal como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e
induzem a sintese de DNA nas células neoplasicas, através de receptores de
superficie especificos para os mesmos. Esta caracteristica associada a presenca
constante de necrose, e que contrariamente sdo pouco freqientes nos astrocitomas
anaplasicos, esta de acordo com observacdes recentes que consideram o aspecto
histolégico como um indicador fidedigno da atividade proliferativa do glioblastoma e
do seu comportamento biolégico mais agressivo (ROWLAND, 1986; BRASILEIRO-
FILHO et al., 1994; COTRAN et al., 2000; PORTO, 2001).

Fatores imunes também tém sido associados a progressdo e invasao de
gliomas: a secrecdo de interleucina 10 (IL-10), citocina de atividade
imunossupressora, bem como dos fatores de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e o fator de crescimento transformante 1 (TGF-31), tem sido relacionados a
progressdo de tumores gliais, especialmente aumentando a proliferacdo celular,
estimulacdo de angiogénese, migracdo e invasao, o que promove a infiltracdo para
tecidos adjacentes (FREITAS, et al., 2011; HUETTNER et al., 1997).

A degradacdo de componentes da matriz extracelular (MEC) € um dos
primeiros passos no processo de invasao, a qual se da essencialmente através de
endopeptidases conhecidas como matriz-metaloproteinases (MMPS), e cujo aumento
da expressdo tem sido demonstrado estar implicado no crescimento, invasao e
metastase de tumores (HIDALGO et al., 2001; PLANCHENAULT et al., 2001). Em
particular, 0 aumento da expressao de gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9)
tem sido associada a gliomas malignos. A atividade das MMPs é regulada por
inibidores tissulares especificos (TIMPS) que atuam ao nivel de transcricdo génica,
ativacao proteolitica de zimogénios e inibicdo de formas ativas. Assim, a regulacéo
do balanco MMP/TIMP pode ser um fator critico para a remodelacdo da MEC e
invasdo do tumor, e a ruptura deste balanco pode estar envolvida na biologia de

gliomas malignos.

O glioblastoma humano é, por definicdo, heterogéneo, o que levou varios

pesquisadores a tentarem melhor caracterizar as diversas formas deste tumor e, de
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forma geral, marcadores especificos de origem glial sdo utilizados com este objetivo
(MCCOMB et al., 1984; BILZER et al., 1991; U et al., 1995; WESTPHAL et al., 1990).
Essencialmente, dois marcadores, a GFAP e a vimentina, ambas componentes
principais dos filamentos intermediarios das células gliais, foram amplamente
caracterizadas nos glioblastomas. A GFAP é comumente considerada como um dos
principais marcadores da diferenciacdo astrocitaria (LANDRY et al., 1990; HO et al.,
1996; RUTKA et al., 1997). A vimentina, ao contrério, é expressa principalmente em
astrocitos imaturos, mas, in vitro, podendo persistir sua co-expressao com a GFAP
(SOFRONIEW, 2005; NONES et al., 2010; LENDHAL et al., 1990).

2.1. Aspectos da interacdo celular de gliomas malignos no SNC via juncdes

comunicantes

As células que formam um tecido interagem continuamente para coordenar as
funcdes normais deste tecido e manter a homeostasia. As comunicagdes juncionais
tipo gap (CJG), formadas por uma familia de proteinas conhecida como conexinas,
permite este tipo de interacdo entre as células resultando em um ambiente tecidual
sincronizado e cooperativo. A maioria dos tipos celulares do cérebro expressam
CJGs (SOHL, MAXEINER & WILLECK, 2005). As conexinas sao vulgarmente
designadas com sufixos numeéricos que refere-se ao peso molecular da sequéncia
em kilodaltons (kDa), como por exemplo a conexina 43 ou Cx43, que pesa 43kDa.
As conexinas sao diferencialmente expressas nos tecidos com algumas sendo
significativamente expressas em apenas alguns tecidos e outras, como Cx43, sendo
mais difundida em muitos tecidos (SOLAN & LAMPE, 2005; RUAN et al., 2010). A
conexina 43 (Cx43) é a proteina mais abundante nas juncdes comunicantes do

SNC, e é expressa primariamente em astrécitos (SOROCEANU et al., 2001).

Evidéncias em tumores periféricos tal como melanomas tém revelado o
envolvimento de juncdes tipo gap na migracdo celular (HSU et al., 2000). Por outro
lado, muitas linhagens tumorais revelaram ser deficientes ou aberrantes para a
expressdo de CJG e/ou deficientes na expressdo de conexinas, € que O
restabelecimento da expressdo de conexinas/CJG esta correlacionado com o

aumento do controle do crescimento tanto in vitro quanto in vivo (KING & BERTRAM,
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2005). Em consisténcia com esta hipétese, foi demonstrado que retindides e
carotenoides regularam positivamente a expressdo de Cx43 em uma proporcao
direta a suas habilidades em inibir a tumorigénese de células leucémicas (HOSSAIN
et al., 1989; ZHANG, COONEY & BERTRAN., 1991).

O processo de invasao de gliomas dentro do parénquima cerebral parece
acontecer através de uma via nao destrutiva (BERNSTEIN, 1996), o que sugere que
células de glioblastoma humano em invasdo podem estabelecer relacdes de
cooperacao com o seu ambiente em particular com as células residentes do cérebro.
Ainda, tem sido demonstrado que astricitos e células de glioblastoma realizam
comunicacdes entre si através de juncdes tipo gap via conexina 43, que estao
relacionadas a uma transformacédo fenotipica dos astrocitos e que pode tornar o
parénquima do cérebro permissivo para a invasdo de glioma (OLIVEIRA 2005;
ZHANG et al., 1999).

Por outro lado, recentes trabalhos tém demonstrado que a inibicdo de juncdes
comunicantes CJC em esferdides de células de glioblastoma induzia aumento na
motilidade destas células, sugerindo assim a contribuicdo destas junc¢des na invasao
dos gliomas no parénquima cerebral (OLIVEIRA et al., 2005). Estudos utilizando
células e tecidos neoplasicos tém sido particularmente Uteis como modelos de
migracao celular. Inicialmente, estes estudos tinham em comum o estabelecimento
de uma correlacdo negativa entre o grau de acoplamento juncional homocelular com
a invasividade e proliferacdo de células tumorais (ELIAS E FRIEND, 1976;
NAVOLOTSKI et al., 1997; HAMADA et al., 1998; NAUS E BANI-YAGHOUB, 1998;
MCDONOUGH et al., 1999; LI E HERLYN, 2000). Em gliomas, os niveis de conexina
43 e, consequentemente o grau de acoplamento intercelular encontram-se reduzidos
(ZHUET al, 1991; MCDONOUGH et al., 1999), enquanto que a superexpressao de
conexina 43 induz a reversao do fenotipo tumoral (NAUS et al., 1992). Ao comparar
0 grau de severidade metastasica entre diferentes linhagens tumorais humanas,
Navolotski e cols. (1997) demonstraram que o desenvolvimento tumoral (migracéo e
proliferacdo) estava relacionado a reducdo dos niveis de comunicacao celular.
Assim, o importante papel de CJG e conexinas no desenvolvimento de tumores
apontam uma possibilidade destas proteinas como potenciais alvos anti-

oncogénicos para a quimioprevencdo e/ou quimioterapia. Desta forma, torna-se
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importante a compreensdo do papel destes tipos de jungbes na progressao do
tumor, bem como as interacBes entre células tumorais e células gliais do tecido

infiltrado pelo tumor.

2.2. Matriz extracelular e invasao

A primeira barreira a qual as células tumorais cerebrais se submetem quando
expressam o fendtipo invasivo € a matriz extracelular (MEC). Para invadir
localizacdes distantes, as células tumorais cerebrais necessitam de propriedades
gue a permitam invadir a MEC cerebral. Sugere-se que proteinas especificas da
MEC influenciem na morfologia celular através de interacées quimicas e mecanicas
com a membrana plasmatica. Embora as propriedades e os conteudos da MEC
cerebral ndo estejam completamente conhecidos, sabe-se que a MEC é constituida
de compostos amorfos como, colageno, fibronectina, laminina, hialuronidase (HA) e
glicosaminoglicanos (GAG) (Yasuhiko, et. al., 2001). A progresséo do glioblastoma
envolve uma complexa inter-relacédo entre células tumorais e o ambiente na periferia
do tumor. Existe uma forte propenséao das células de gliomas malignos em dispersar-
se por todo tecido cerebral, levando a doenca responder pobremente a resseccdes

cirargicas, radioterapia e quimioterapias correntes (CHRISTOPHER, et. al., 2008).

A invasdo conta com mecanismos de interacdo celular com a MEC assim
como alteracdes na composicdo da mesma. Embora os glioblastomas multiformes
(GBMs) mostrem altos padrdes bem sucedidos de invaséo dentro do tecido cerebral
normal, € rara a metastase fora do cérebro. A infiltracdo ao interior do cérebro
normal pelo gliomas € um processo nao aleatério, tendo a substancia branca como
local preferencial, seguindo por espacos perivasculares e subependimario. Estas
preferéncias anatdmicas sugerem a importancia da interacdo entre migracao celular
e seu microambiente (NAKADA, 2007). Desta forma, a compreensdo dos
mecanismos que modulam a invasdo de gliomas irdo contribuir para determinacéo
de estratégias e alvos terapéuticos mais eficazes. Terapias que atinjam efetivamente
alvos associados a invasdo de gliomas, poderdo melhorar o quadro clinico de
pacientes com glioblastoma (LIN, et al., 2008; NAKADA, 2007).
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Outro aspecto interessante e pouco explorado € a regulacdo do volume e da

forma que as células de GBMs adquirem para 0s processos migratorios. Recentes
trabalhos demonstraram que a regulagdo dos ions CL™ e K*, regulam a entrada de
agua em gliomas, sendo esta também uma importante acdo celular em processos
migratorios, pois esti associada na determinagdo da forma e volume celular,
contribuindo na ultrapassagem de barreiras fisicas no espacgo extracelular. Esses
estudos revelaram que gliomas adquirem um fenoétipo alongado, de forma triangular

e aparente retracéo do volume celular (MICHAEL, et.al., 2008).

Sabendo-se que as proteinas que compdem a matriz extracelular (MEC)
desempenham um papel significativo na migracdo de células durante o
desenvolvimento fetal, estas também podem estar envolvidas no mecanismo de
invasao das células tumorais. As proteinas fibronectina e laminina estdo envolvidas
na inducdo de migragao celular fetal durante o desenvolvimento de células neurais,
mas atualmente existem evidéncias suficientes que mostram que células tumorais
participam ativamente na degradacdo proteoliica da MEC e que as
metaloproteinases (MMPs) tém um papel complexo no cancer (CHINTALA et al,
1999; RAO et al., 1996). Esta degradacao proteolitica da MEC € necessaria para a
migracao celular em processos fisiolégicos e patologicos. A elevada expressao de
MMPs por células de glioma tem sido associada com a progressdo maligna deste
tumor (CHINTALA et al., 1999; PLANCHENAULT et. al., 2001).

Um dos requisitos para migracao celular é a cuidadosa coordenacéo entre a
adesdo e o desligamento da adesdo com os componentes da MEC cerebral. No
cérebro, a MEC pode ser vista como uma estrutura fisica que atua como barreira e,
também se envolve de forma a interferir na capacidade de invasdo das células de
glioma. A MEC pode promover ou inibir a locomoc¢édo ativa das células onde as
proteinas medeiam varios efeitos diferentes. O espaco extracelular representa cerca
de 20% do volume total do cérebro e a maioria das proteinas da MEC no cérebro
humano estao localizadas no compartimento onde o movimento ativo das células de
glioma ocorre, o espaco perivascular (fibronectina, laminina, colageno e vitronectina)
e 0 parénquima cerebral (acido hialurénico e glicosaminoglicanos) (NAKADA, et al.,
2007).
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2.2.1. Matriz-metaloproteinases (MMPSs)

Um grande numero de genes de matriz metaloproteases (um pouco mais de
20 genes), ja foram identificados em humanos, muitas dos quais sendo implicados
na progressao de tumores (NGUYEN, ARKELL & JACKSON, 2000; TAKINO et al.,
2004). As matriz-metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas secretadas de forma
latente e exigem ativacdo para agirem em seus substratos. A protedlise é
rigidamente controlada para evitar danos aos tecidos. As MMPs desempenham
multiplas fun¢des, sendo uma das mais marcantes a degradacdo de componentes
da MEC, podendo promover a migracdo de células normais e tumorais. Elas séo
secretadas para a MEC, onde atuam como mediador entre células e matriz
extracelular (ROSENBERG, 2009). As MMPs sdo uma familia de enzimas que
compartilham uma estrutura comum, que é composta por quatro dominios principais:
0 propeptideo catalitico, ligante de haemopexina, e os dominios transmembrana. O
dominio propeptidico contem um residuo de cisteina, que se liga ao zinco no sitio
ativo para formar a chave cisteina. A ligacdo de cisteina nos blocos do dominio

catalitico no sitio de zinco ativo, mantém o estado latente ou inativo da enzima.

As MMPs estdo divididas em quatro subgrupos principais com base na
estrutura de dominio: colagenases, gelatinases, estromelisinas, e MT1-MMPs.
Colagenases degradam colagenos fibrilares, que séo os principais componentes dos
0ssos e cartilagens (ROSEMBERG, 2009). No cérebro, as gelatinases A e B (MMP-2
e MMP-9, respectivamente) tém sido as mais intensamente estudadas por causa da
facilidade com que podem ser identificadas por ensaios zimograficos. Elas atuam
degradando proteinas da lamina basal em torno dos capilares, facilitando a
angiogénese e a neurogénese, e contribuindo para instigar a morte celular. Existem
varias familias de enzimas liticas da MEC, sendo a ampla maioria delas

representada pelas metaloproteinases (MMP).

A elevada expressao MMPs pelas células tumorais tem sido associada com a
sua progressdo maligna. Achados de superexpressdo, especialmente das
gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), foram associados com os gliomas malignos
(SEIKI & YANA, 2003; FOLGUERA et al, 2004). A atividade de MMPs é regulada a

nivel da transcricdo genética de proteinas proteoliticas que ativam o zimogénio e a
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inibicdo das formas ativas dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS).
MMP-2 tem um mecanismo de superficie celular Unico de ativacdo envolvendo seu
preferencial inibidor TIMP-2 e uma membrana tipo MMP (MT-MMP). Assim a
regulacédo deste equilibrio MMP/TIMP pode ser critica para o remodelamento da
MEC e a ruptura deste equilibrio pode estar envolvida com a biologia de gliomas
malignos (VINCE, et al., 1999). Em conjunto, estes dados indicam que as MMPs
representam importantes alvos contra 0s quais novas drogas anticancerigenas
potenciais poderiam ser desenvolvidas (NGAMENI et al., 2006). Em um modelo ex
vivo de fatia do cérebro de rato, foi observado que a microglia facilitava a invaséo do
glioblastoma multiforme, secretando matriz metaloproteinases inativas (pro-MMP2)
(MARKOVIC et al., 2005). Por outro lado, células de glioblastoma multiforme,
produzem fatores sollveis que ativam pro-MMP2, aumentando assim a quantidade
de MMP2 ativa, que promove a invasao do glioma (MARKOVIC et al., 2005). Esta
cooperacao intercelular reflete também a constatacdo de que em co-culturas de
células de glioblastoma multiforme e astrécitos, ha um aumento da atividade MMP -2
(LE et al., 2003), o que sugere que os astrocitos sdo capazes de desempenhar um
importante papel também na invaséo de glioblastomas. Coletivamente, estes dados
sugerem que a progressao do glioblastoma envolve complexas interacdes entre as
células tumorais e o0 microambiente peritumoral, proteinas secretadas,

remodelamento do ambiente e a participacao de células normais peritumorais.

2.2.2. Lamelipodias e filopodias

A migracao celular desempenha um papel chave em muitos processos
fisiologicos e patolégicos. O processo migratério da célula é altamente orquestrado
em varias etapas. Para migrar, a célula precisa primeiro adquirir uma morfologia
polarizada em resposta a sinais e estimulos extracelulares. Estes sinais induzem a
polimerizacdo de unidades de actina e a formacdo de extensbes da membrana
plasmatica chamadas de lamelopodia, e a formacdo de saliéncias mais finas
chamadas de filopodia (CLAINCHE & CARLIER, 2008; Gardel, Schneider, Aratyn-
Schaus & Waterman, 2010). Na extremidade das lamelopodias, encontram-se
regides associadas a aderéncia, a ancoragem do corpo celular a matriz extracelular.

Para se movimentar, a célula retrai sua borda arrastando o corpo celular, a partir da
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combinagcdo de processos de aderéncia e contratilidade e desmontagem das

liagagOes na parte traseira (Fig. 3).

A Lamelipodia (Lp) Filopodia (Fp)
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Figura 3- Esquema proposto do processo de migracdo celular apresentamdo as
principais estruturas encontradas A: mostrando organizacao de filamentos de actina
na formacdo de lamelipodia na membrana plasmatica, dependente de sinais
responsivos especificos. B: durante a migracdo de células, as células se estendem
para formar saliéncias digitiformes, denominadas filopodia, além das pontas
salientes da lamelipodia, que funcionam como sensores a estimulos do ambiente. C:
células de movimento lento formam adesbes focais em resposta a sinalizacfes
especificas. Estas adesdes focais fazem contato com a matriz extracelular através
de feixes contrateis de filamentos de actina, miosina Il, e proteinas de agregacéao
incluindo a a-actina. D: proteinas que fazem parte da lamela. Lp, lamelipodio; Fp,
filopodio; Lm, lamela; SF, fibra de stress; FA, adeséo focal, FC, complexo focal.
(Adaptado de CLAINCHE & CARLIER, 2008).
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A borda da lamelipodia principal € intercalada com a filopodia (feixes de
filamentos de actina, que se projetam para a frente). Semelhante a lamelipodia, os
filamentos de filopodia sao polarizados com suas extremidades seguindo na direcao
da saliéncia, mas em contrério dos lamelipodia, os filopodias séo paralelos, longos e
modelam-se muito lentamente. Apesar de serem regulados por diferentes vias de
sinalizacdo, estdo intimamente ligados, porque os feixes de filopodia emergem da
rede de lamelipodia (MOGILNER & RUBINSTEIN, 2005).

Algums trabalhos tem mostrado que a inibicdo de migragcédo e invasdo de
tumores tém sido associados a uma reducdo ou inibicdo da formacdo de
lamelipodias e filopodias (HWANG, SMITH, SALHIA & RUTKA, 2008; CORREA et al,
2010; LEE, et al., 2006), e que alguns flavonoides pode atuar inibindo a formacgéo de
filopodias em células de tumor (LEE, et al., 2006).

2.3. Abordagens terapéuticas de gliomas malignos no SNC

O glioblastoma multiforme humano € o mais maligno entre os glioblastomas,
em virtude do seu crescimento rapido, da destruicdo de extensas areas de tecido
nervoso e do edema intenso que provoca. O prognostico € delicado, e a maioria dos
pacientes ndo sobrevive um ano e meio depois de confirmado o diagnostico. Mesmo
com a grande malignidade, as metastases ocorrem apenas no SNC pela via
liquorica, e metastases em outros 0rgaos sdo muito raras (NAKADA, et al., 2007;
CLARKE, et al., 2010; ROWLAND, 1986; BRASILEIRO-FILHO et al., 1994,
COTRAN,et al., 2000; PORTO, 2001).

Nos Estados Unidos, cerca de 51.000 tumores primarios do cérebro sao
diagnosticados a cada ano, sendo que destes, cerca de 36% sao gliomas, com
metade destes sendo classificados como glioblastomas (GBM) ou, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como astrocitomas de grau IV (CLARKE,
BUTOWSKI & CHANG, 2010). No Brasil, segundo dados do Sistema de Informacéo
sobre Mortalidade, do total de Obitos do ano de 2008, cerca de 6.934 foram

causados por cancer, sendo que as neoplasias malignas do SNC (meninge, encéfalo
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e outras partes do SNC) corresponderam a aproximadamente 1.468 na regiédo
Nordeste e a 381 na Bahia (Brasil, 2008).

A conduta terapéutica atualmente adotada para o tratamento de glioblastomas
€ multidisciplinar, geralmente consistindo na combinacdo de cirurgia com
radioterapia e quimioterapia, esta Ultima constituida essencialmente de drogas
citotbxicas, como as nitroso-uréias que sdo pouco ativas, com um aumento da
sobrevida dos pacientes somente de alguns meses (HILDEBRAND et al., 1997). A
eficacia terapéutica é limitada também como reflexo da propriedade infiltrante dos
glioblastomas, o que torna uma resseccao total impossivel sem que haja dano
neuroldgico ao paciente (HILDEBRAND et al., 1997; VANDIER et al., 1998).

Recentes avangos no tratamento de glioblastomas tém sido relatados, como a
combinacdo de radioterapia com a Temozolamida (TMZ) mais tratamento adiconal
com TMZ em doses mais frequentes, apds ressecc¢ao cirurgica do tumor; e o uso da
terapia com anticorpos antiangiogénicos contra o fator de crescimento do endotélio
vascular-VEGF (CLARKE, BUTOWSKI & CHANG, 2010; NONES et al. 2010).
Entretanto, apesar destes avancos, o tempo médio de vida dos pacientes com
glioblastoma fica em torno de 14 meses, apds diagnostico (NONES et al. 2010).
Novos agentes terapéuticos tém sido sugeridos, dentre eles os retindides e citocinas
(DEFER et al.,, 1997; VANDIER et al., 1998; CHAMBAUT-GUERIN et al., 2000;
COSTA et al., 2001; CLARKE, BUTOWSKI & CHANG, 2010), mas a eficacia clinica
destes agentes ainda estd em discussao, fato que justifica a importancia em se
descobrir novas moléculas capazes de agir mais eficazmente. Neste sentido, a
utilizacdo de compostos que além de inibirem o crescimento, sejam capazes de inibir
a migracdo e invasdo através da regulacdo da expressdo de MMPs e TIMPs e
remodelagem de componentes da MEC, bem como a sintese de fatores
angiogénicos necessarios ao crescimento do tumor, tem sido considerada como uma
das abordagens mais promissoras para o tratamento de tumores sélidos altamente

invasivos, tal como glioblastomas.

Dentre os aspectos histopatoldégicos de gliomas malignos, a inducdo de
proliferacdo microvascular e a alta capacidade proliferativa e invasiva, tém sido alvo

importantes pesquisas direcionadas na busca de compostos naturais que
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apresentem efeito antiangiogénico e antiproliferativo contra células tumorais. Dentre

estes compostos, tém se destacado os flavondides (NONES, et al. 2010).

3. Propriedades farmacoldgicas de flavonoides

3.1. Caracteristicas quimicas e estruturais dos flavondides

Inimeras drogas extraidas de plantas medicinais do Estado da Bahia fazem
parte de familias ja estabelecidas convencionalmente como Uteis no tratamento de
infeccbes parasitérias, virais e processos tumorais. Estas drogas diferem no
potencial toxicolégico e terapéutico anticancer e/ou antiinfeccdo através dos
mecanismos pelos quais interferem nos processos biolégicos, nas diversas fases
mitoticas e na sintese protéica (VERDIER-PINARD 1999). Os flavondides séo
pigmentos hidrossolUveis presentes nos vacuolos das células vegetais e que
representam o maior grupo de compostos fendlicos naturais. O termo flavondide
engloba um grupo de compostos polifendlicos complexos derivados de benzo-gama-
pirona, 0s quais sao estruturalmente constituidos de 15 atomos de carbono (Cis) no
seu esqueleto fundamental (YOKOZAWA et al, 1997; NONES, et al., 2010) que
apresentam uma estrutura comum, caracterizada por dois anéis aromaticos,
conhecidos como anel A e B, e um heterociclo oxigenado ou anel C (Fig. 4). Por
serem amplamente distribuidos no reino vegetal (geralmente na forma soltvel de
heterosideos, presentes em todas as angiospermas), os flavonoides fazem parte,
obrigatoriamente, da dieta humana (YUNES, 2001).

Figura 4- Estrutura geral dos flavonoides (Adaptado de YUNES & CALIXTO, 2001).
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Na familia dos flavondides, ja foram descritos mais de 4.000 compostos
fendlicos, os quais se subdividem em flavandis (ex. catequina, epicatequina,
epigalocatequina), flavondis (ex. kaempferol e quercetina), flavanonas (ex.
hesperetina e naringenina), flavonas (ex. rutina, apigenina e luteolina), isoflavonas
(ex. daidzein e genisteina) e antocianidinas (ex. pelargonidina, cianidina e malvidina)
(Fig. 5) (HARBONE, 1988; YUNES, 2001; NONES et al., 2010). Dentro de cada
grupo, podem ocorrer diferencas individuais resultantes de variacbes no numero e
posicdo dos grupamentos hidroxilas, por modificacdes nos nucleos (especialmente,
o0 pirbnico), e pelo grau de metilacdo e glicosilacdo, os quais afetam varias
propriedades dos flavondides, particularmente a hidrofobicidade das moléculas
(YUNES, 2001).

OH

R,
R;
0
HO O
R, O© Formula geral das flavanonas OH O Formula geral das flavonas

Figura 5- Estrutura das principais classes de compostos polifendlicos (Adaptado de
YUNES & CALIXTO, 2001).
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Tais compostos apresentam diversas funcdes biolégicas nos vegetais, a
exemplo do bloqueio da radiagdo ultravioleta extrema e destrutiva para acidos
nucléicos e proteinas, e da permissdo da passagem seletiva de luz no comprimento
de onda do verde-azulado ao vermelho, que sdo importantes para a fotossintese,
dentre outras. Os flavonéides atuam ainda na comunica¢do com o ambiente externo,
servindo como sinalizadores visuais nas flores, para a atracdo de animais
polinizadores e afetam as interacdes simbidticas entre as plantas e bactérias
fixadoras de nitrogénio, podendo também participar na regulacédo do crescimento do
vegetal (YUNES et al., 2001; RAVEN et al., 2001; LOPES et al., 2003).

3.2. Propriedades biolégicas dos flavonoides em vertebrados

O interesse pelos flavonoides tem aumentado a medida que suas atividades
biologicas vao sendo descobertas. Trabalhos tém demonstrado que estas moléculas
apresentam acao antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica, antitumoral e
vasodilatadora, entre outras (YUNES, 2001; RAVEN et al., 2001; JANBAZ et al.,
2002). Flavonodides contidos em vinhos tintos, dentre eles a quercetina, tém sido
associados a saude cardiovascular devido, provavelmente, ao seu efeito
antioxidativo. Patologistas apoiam esta afirmativa por observarem, em dissecacoes,
as boas condicdes das paredes vasculares (homogéneas e livres de aterosclerose)
de individuos que consumiram regularmente esta bebida (HAVSTEEN, 2002). Lopes
et al. (2003) demonstraram a acdo do flavondide naringenina e do chitosan na
reducdo dos niveis de colesterol e de triacilgliceréis em coelhos com hiperlipidemia
induzida por triton, além do aumento dos valores de colesterol HDL. Muitos destes
efeitos conhecidos dos flavondides tem sido rassociados a sua propriedade
antioxidante, incluindo os mecanismos de supressao da formacdo de espécies
reativas de oxigénio (WILLIAMS, SPENCER, RICE-EVANS, 2004). A atividade
antimutagénica de flavondides também vem sendo investigada e ja se detectou que
flavondides tém a capacidade de regular a proliferacdo celular, fenémeno
diretamente implicado na formac¢do do céncer. Diante da diversidade de efeitos
atribuidos a flavondides de diferentes classes, muitos pesquisadores buscam

esclarecer possiveis relacdes entre estrutura e funcdo visando a elucidacdo do
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potencial terapéutico, e o desenvolvimento de novos farmacos (LAZARO-LOPEZ,
2002).

Segundo Havsteen (2002), flavondides podem estimular tanto a resposta
imune humoral quanto a celular. Embora ndo se conhega muito sobre como eles
agem, sabe-se que sdo capazes de estimular a producdo de anticorpos, talvez por
meio da producao de citocinas, e, como inibem a sintese de prostaglandinas (PGs),
conhecidamente supressoras de células T, os flavonbides apresentam atividade
também sobre a imunidade celular. Ha também registros de reag6es alérgicas em 3-
5% da populagdo apos ingestdo de produtos ricos em flavonoides. Os flavonéides
alertam o sistema imune, fortalecendo a defesa contra agentes infecciosos,
podendo, ainda, inibir ou estimular a atividade e/ou a producéo de citocinas como IL-
5 e INFs, contudo parece que o seu principal efeito é o de alertar os macréfagos, nos
guais penetram, possivelmente, ao se ligarem a proteinas e sofrerem processo de
endocitose, proprio dessas células (HAVSTEEN, 2002).

3.3. Efeitos dos flavondides no sistema nervoso central (SNC)

No sistema nervoso central (SNC), o mecanismo pelo qual os flavonoéides
podem exercer suas fungbes ainda ndo estd muito claro. Entretanto, estudos tém
demonstrado algumas influéncias de flavonoides sobre o SNC: o flavondide
guercetina atua como agonista de receptores de adenosina no cérebro de humanos
(BLARDI et al, 1999); derivados sintéticos de flavonas se ligam a receptores
benzodiazepinicos (VIOLA et al., 2000). Mercer et al (2005) demonstraram que
polifendis naturais apresentam potente acdo neuroprotetora para neurdnios
dopaminérgicos em cultura. Algumas evidéncias da acdo neuroprotetora de
flavondides conhecidas sdo a modulacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular
envolvidos no controle da sobrevivéncia, morte e diferenciacao; efeitos na expressao
de genes e efeitos mitocondriais (SPENCER, RICE-EVANS & WILLIAMS, 2003;
GALLI, SHUKITT-HALE & YOUDIM, 2002).

Recentemente, o efeito neuroprotetor do flavondide casticina, extraido da

Croton betullaster (planta encontrada no estado da Bahia-Brasil), foi investigado em
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cultura de neurbnios do cortex cerebral de rato. Foi observado que a casticina
aumentava a populacdo celular marcada para Blll-tubulina e para o fator de
transcricdo neuronal Thr2 (SPOHR et al., 2010). Além disso, foi observado que os
astrocitos eram mediadores ativos dos efeitos da casticina, pois em cultura de
células progenitoras neuronais com monocamadas de astrécitos previamente
tratados com casticina, houve inducdo de um aumento de cerca de 40% da
populagdo neuronal. Este evento foi mediado pela secrecdo de fatores
neuroprotetores sollveis, pelos astrocitos que protegeu 0s progenitores neuronais
da morte celular por apoptose (SPOHR et al., 2009; NONES, et al., 2010). Outras
observacgdes importantes a respeito dos efeitos da rutina sobre células gliais foram a
regulacao promovida dos niveis do neuromediador NO e da citocina pré-inflamatéria
TNF-q, liberados no meio de culturas primarias de astrocitos e microglia (SILVA et
al., 2008).

A acdo antitumoral dos flavonodides, principalmente nos tumores cerebrais,
tem sido relatada em muitos trabalhos. Entretanto, ainda € muito pouco o
conhecimento acerca das propriedades antitumorais de flavondides contra gliomas
(NONES et al., 2010). Scheck et al., (2006), mostraram que flavonoides provenientes
de extrato da Scutellaria baicalensis inibiram a viabilidade, o crescimento e
induziram apoptose em células de glioblastoma humano. Ferguson et al., (2006)
também mostraram que flavondides presentes em Vaccinia macrocarpa induzia a
inibicdo de proliferacdo, crescimento e apoptose em células de glioblastoma da
linhagem U87. Além disso, o flavondide quercetina demonstrou inibir a proliferacéo
celular, a viabilidade e induziu apoptose em células de glioblastoma U138MG.
Sharma, et al., (2007), observaram que o flavonoide kaempferol induzia apoptose
em glioblastoma da linhagem LN229, U87MG e T98G, e potencializava o efeito
citotoxico do agente quimioterapéutico doxorrubicina, pelo elevado estresse
oxidativo (SCHECK, PERRY & HANK, 2006; FERGUSON, KUROWSKA, FREEMAN
et al., 2006; BRAGANHOL et al., 2006; SHARMA, JOSEPH & GHOSH, 2007; SON
YG, KIM & KIM, 2007). Estudos também apontam a acdo do flavondide rutina,
extraido da Dimorphandra mollis, e dos flavondides acacetina, casticina, apigenina e
pendulitina, extraidos de Croton betulaster, e o biflavonéide agatisflavona, extraido

de Caesalpynia pyramidalis, sobre células de glioblastoma multiforme humano da
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linhagem GL15, alterando o crescimento e inibindo a secrecao de fatores pro-
angiogéncos VEGF e TGF-3 (SOUZA et al., 2009; FREITAS, et al., 2010).

Todos estes achados recentes, sobre a acdo de flavonoides em células do
SNC normais e transformadas, mostram o potencial destes compostos na
morfogénese, na inibicdo do crescimento, e alteracdo da fisiologia destas células.
Eles destacam a importancia de desenvolver estudos sobre efeitos e mecanismos de
acdo de flavonodides para esclarecimentos e aplicagcbes no ambito das patologias do

SNC como gliomas malignos, e outras doencas neurodegenerativas.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetiva investigar propriedades antitumorais de

flavondides extraidos de plantas das familias Dimorphandra mollis, Croton betulaster

e Caesalpynia pyramidalis, avaliando o potencial anti-proliferativo, anti-invasivo e

morfogénico dos flavondides sobre células de glioblastoma humano altamente

proliferativo da linhagen GL-15.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Capitulo 1

Investigar os efeitos do flavonoide rutina sobre o crescimento celular,

viabilidade celular e modificacfes fenotipicas de células da linhagem GL-15.

Capitulo 2

Investigar os efeitos dos flavonoides polihidroxilados 5,7-dihidroxiflavona;
3’,4’-dihidroxiflavona, 4’,5,7-trihidroxiflavona, 3,4',5,7-tetrahidroxiflavona (ou
kaempferol), 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona (ou quercetina), e 3-O-rutinosideo
de 3,3',4'5,7-pentahidroxiflavona (ou rutina) na Vviabilidade celular,
modificacdo fenotipica e na capacidade invasiva e migratéria em cultura de

células de glioblastoma humano da linhagem GL-15.
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CAPITULO 1: ANTIPROLIFERATIVE, PROAPOPTOTIC AND MORPHOGENIC
EFFECTS OF THE FLAVONOID RUTIN ON HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS.

[EFEITOS ANTIPROLIFERATIVO, PRO-APOPTOTICO E MORFOGENICO DO
FLAVONOIDE RUTINA EM CELULAS DE GLIOBLASTOMA HUMANO]

B. L. Santos, A.R. Silva, S.R. Freitas, B.P.S., Pitanga, C.S. Sousa, M.S. Grangeiro,
B.O., Fragomeni, P.L.C. Coelho, R.A. Barreto, M.F.D. Costa, R.S. El-Bach4, E.S.

Velozo, G.P. Sampaio, S.M. Freire, M. Tardy, S.L.Costa

Food Chemistry 127(2): 404-411. doi:10.1016/].foodchem.2010.12.131

[RESUMO. Neste estudo, nés investigamos o efeito do flavondide rutina (3,3',4',5,7-
pentahidroxiflavona-3-rutinosideo) em células de glioma, usando uma linhagem
celular derivada de glioblastoma multiforme humano altamente proliferativa (GL-15)
como modelo experimental. N6és observamos que rutina (50-100 pM) reduziu a
proliferacdo e a viabilidade de células GL-15, bem como os niveis de expressao de
ERKZ1/2 fosforilada (P-ERK 1/2), e acumulo das células na fase G2 do ciclo celular.
Por outro lado, 87,4% das células GL-15 expostas a 100 puM de rutina entraram em
apoptose, como revelado pela citometria de fluxo, apés marcacdo com Anexina V/PI.
Condensacdo nuclear e a fragmentacdo de DNA também foram observados,
confirmando a ocorrécia de apoptose. Além disso, as células remanescentes
tratadas com 50 uM de rutina apresentaram um padrédo morfoldgico de diferenciacéo
astroglial em cultura, caracterizada pela presenca de um corpo celular condensado e
finos processos com expressao elevada de GFAP. Devido a sua capacidade de
induzir diferenciacdo e apoptose em cultura de células de glioblastoma humano, a
rutina pode ser considerada um candidato em potencial para o tratamento de

gliomas malignos.]
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ABSTRACT

In this study, we investigated the effects of the flavonoid rutin (3,3,4',5,7-
pentahydroxyflavone-3-rutinoside) on glioma cells, using the highly proliferative
human cell line GL-15 as a model. We observed that rutin (50-100 uM) reduced
proliferation and viability of GL-15 cells, leading to decreased levels of ERK1/2
phosphorylation (P-ERK1/2) and accumulation of cells in the G2 phase of the cell
cycle. On the other hand, 87.4% of GL-15 cells exposed to 100 puM rutin entered
apoptosis, as revealed by flow cytometry after AnnexinV/Pl staining. Nuclear
condensation and DNA fragmentation were also observed, further confirming that
apoptosis had occurred. Moreover, the remaining cells that were treated with 50 uM
rutin presented a morphological pattern of astroglial differentiation in culture,
characterized by a condensed cell body and thin processes with overexpression of
GFAP. Because of its capacity to induce differentiation and apoptosis in cultured
human glioblastoma cells, rutin could be considered as a potential candidate for

malignant gliomas treatment.

Key words: rutin, flavonoid, gliomas, apoptosis, differentiation, P-ERK, GFAP
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1. Introduction

Glioblastomas are very invasive and proliferative tumours that occur in cerebral
hemispheres (Louis et al., 2007). The current treatment for this type of cancer
consists of surgical resection followed by radiotherapy and/or chemotherapy,
providing patients with a median survival of less than one year (Brandes, Pasetto, &
Monfardini, 2000). New compounds such as tamoxifen and retinoids have been
tested as alternative drugs, but pre-clinical treatments remain inconclusive (Costa et
al., 2001). Therefore, new compounds with antitumor potential are needed as an
alternative to the classical cytotoxic treatments.

Plants are a good source of putative antitumour drugs, and a large number of plant-
derived compounds are being tested for antineoplastic activity. Dimorphandra mollis
Bent (Caesalpinoidae) is a perennial shrub indigenous to Brazil that has been
traditionally used to treat a wide range of pathologies, such as ulcerative lesions of
skin or diarrhoea and haemorrhages (Robbers, Tyler & Speedie, 1997). This plant is
a robust source of rutin (3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone-3-rutinoside), a well-known
flavonoid that has been extensively studied and possesses various pharmacological
properties. Among the pharmacological properties attributed to flavonoids isolated
from various medicinal plants around the world, an antitumour activity of flavonoids
against mammary cancer has been described (Lamartiniere et al., 2002; Fresco,
Borges, Diniz, & Marques, 2006; Ramos, 2007). Rutin and its aglycone quercetin
form have been shown to have chemopreventive activity in both a variety of colonic
cancer cell lines and in animal models (Deschner, Ruperto, Wong & Newmark, 1991;
Lipkin, 1999; Yang et al., 2000). Fernandez and colleagues (2006) have reported a
depressant action for rutin and others available flavonoid glycosides on the central
nervous system (CNS), suggesting that these molecules cross the blood-brain
barrier. However, little is known about any neurotoxic and antitumour activities in the
CNS. An inhibitory effect was demonstrated in rat C6 and human U138MG glioma
cell lines treated with the aglycone quercetin (Chen, Jeng, Lin, Wu & Chen, 2006;
Braganhol et al., 2006). Moreover, we recently observed that rutin affects astrocytes
and microglial cells in primary culture, inducing them to secrete neurotrophic factors
such as NO and TNFa (Silva et al., 2008). Understanding the role of such natural

molecules on the growth and viability of human glioma cells may help to elucidate the
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antitumour activity of these drugs and generate new potential candidates for glioma
treatment. In this study, we investigated the effects of rutin on the highly proliferative
human glioblastoma cell line GL-15 (Bocchini, Casalone, Collini, Rebel & Lo Curto,
1991) with regards to cell growth, viability and phenotypic modification.

2. Methods

2.1. Cell line and culture

GL-15 (Bocchini, Casalone, Collini, Rebel & Lo Curto, 1991) stock cultures
(passages 83-105) were maintained in a humidified atmosphere of 95% air and 5%
CO; at 37°C in medium consisting of Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 10% foetal bovine serum (GIBCO BRL, Grand Island, NY), a
nutrient mixture (7 mM glucose, 2 mM glutamine, 0.011 g/l pyruvate) and antibiotics
(100 1U/ml penicillin G, 100 pg/ml streptomycin). Cells were grown in 100 mm
diameter tissue culture plates (TTP, Switzerland) containing 10 ml medium, which
was replaced three times per week. Stock cultures were subcultured into new plates
every 3-4 days and cultures for experiments were seeded into polystyrene culture
plates as needed. After 24 h the culture medium was changed and the various

analytical procedures were performed on cultures.

2.2. Flavonoid and treatment

The flavonoid rutin was extracted from Dimorphandra mollis seeds by
recrystallisation in tetrahydrofuran (THF), according to the Merck S.A. procedures in
LAPEMM-FFar-UFBA. The methanol extract obtained from broadbeans of
Dimorphandra mollis was fractionated into n-BuOH and aqueous layers through
solvent fractionation. Repeated silica gel column chromatography of the n-BuOH
layer and recrystallisation from THF produced the flavonol glycoside rutin (99%
purity). For experiments it was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma, St
Louis, MO) at a concentration of 20 mM and stored in the dark at —20°C. When
applied to cells, rutin was dissolved in the medium at final concentrations of 1, 10, 50
and 100 uM and incubated for 24-72 hours. Control cells were treated with the same

volume of DMSO that was used as a vehicle for rutin. DMSO (0.5%) did not show
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any significant effect on the analysed parameters when compared to cultures that
were not exposed to this solvent.

2.3. Cell viability and proliferation

LDH activity

Membrane integrity was evaluated by measuring lactate dehydrogenase (LDH)
activity in culture medium from control and treated cells, and evaluated as an index of
cell death. Cells were grown in 40 mm diameter plates (1.5 x 10° cells/plate) treated
with 1-100 pM rutin or 0.5% DMSO (control) for 24-72 h. The culture medium was
then removed and LDH activity (IU/l) was measured according to the manufacturer’'s
protocol (Doles, Goias, Brazil). Three independent experiments were carried out for
each experimental point. Experimental results were expressed in terms of LDH

activity (IU/ml of culture medium) in at least three replicate experiments.

Trypan blue staining

Growth curves and membrane integrity were obtained after Trypan blue staining of
control or treated cells seeded on 40 mm polystyrene culture dishes (1.5 x 10°
cells/plate). Both adherent and floating cells were obtained after trypsinisation and
were centrifuged for 10 minutes at 1,300 x g. Cells were then suspended in 200 pl
DMEM without supplements and stained with Trypan blue at a final concentration of
0.1% (v/v). Three replicate experiments were performed for each analysis; the
number of viable and non-viable cells/ul was determined after 24-72 h exposure to
rutin (1 — 100 pM) by counting four 10 pl samples of cell suspension for each

experiment in a Burker chamber (Boehringer Mannheim).

Thymidine incorporation

The effect of rutin on cellular proliferation was studied by measuring 2-(methyl->H)
thymidine incorporation (1 uCi/ml, Amersham). In brief, cells were cultured in 96 well
plates (TPP Switzerland; 1x10* cells/well) and incubated in four replicates with 1 —
100 pM rutin, or 0.5% DMSO (control) for 24 and 72 h. Cells were pulse-labelled for
the final 5 h by adding 1 pCi/200 pl of [*H]-thymidine to the culture medium. After this
incubation, cells were collected in a glass fibre filter (Packard) using a cell harvester
(Filtermate 196, Packard, Meriden, CT, USA) and allowed to dry for 24 h.
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Incorporation of radioactive thymidine was determined by gas scintillation in a direct
beta counter (Packard). Cell counts were performed for four independent
experiments and results (mean = S.D.) were expressed as percentage of control

incorporation (considered as 100%).

Flow Cytometry

Flow cytometry analysis of DNA content was performed to assess the cell cycle
phase distribution after rutin (50 uM) was added to logarithmically growing GL-15
cells. After exposure, GL-15 cells were harvested by trypsinisation, fixed with cold
ethanol and stained with propidium iodide (Biosource, Camarillo, CA). Flow cytometry
was performed on a BD FACS Calibur. The software BD Cell Quest™™ Pro was used
to generate histograms and determine the cell cycle phase distribution. Experiments

were performed at least three times.

Western blot analysis for MAPK signalling

To investigate the regulation of MAPK signalling by rutin in glioblastoma cells, we
determined the expression of phosphorylated and unphosphorylated forms of ERK1
(44 kDa) and ERK2 (42 kDa). Total protein content was determined in control or
treated cells seeded in 40 mm polystyrene culture dishes (1.5 x 10° cells/plate). After
24-72 h exposure, cells were rinsed twice with PBS, lysed and harvested in a 2%
(w/iv) SDS, 2 mM EGTA, 4 M urea, 0.5% (v/v) Triton X-100, 62.5 mM Tris-HCI buffer
(pH 6.8) supplemented with 1 pl/ml protease inhibitor cocktail (Sigma, St Louis, MO).
Protein content was determined by the method of Lowry et al. (1951) using a protein
assay reagent kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Twenty micrograms of total protein extract
were loaded onto a discontinuous 4% stacking and 12% running SDS polyacrylamide
gel (SDS-PAGE). Electrophoresis was performed at 200 V for 45 min. Proteins were
then transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA). Equal protein
loading was confirmed by staining membranes with Ponceau Red (Sigma).
Membranes were then blocked for 1 h at room temperature in 20 mM TBS (pH 7.5)
containing 0.05% Tween 20 (TBS-T) and 5% powdered skim milk. Subsequently,
membranes were incubated with rabbit anti-ERK1/2 (1:1000, Santa Cruz) or mouse
anti-phospho-MAP kinase 42/44 (1:1000, Santa Cruz) diluted in TBS-T containing 1%
powdered skim milk for 1 h. Conjugated alkaline phosphatase goat anti-rabbit IgG or

goat anti-mouse IgG (1:5,000 in TBS-T, Bio-Rad, Hercules, CA) was used as a
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secondary antibody. Immunoreactive bands were visualised using an AP-conjugated
substrate kit (Bio-Rad, Hercules, CA) according to the manufacturer’s instructions.
Quantification was performed by scanning densitometry (ScanJet 4C — HP) of three
independent experiments and analysed with ImageJ 1.33u (Wayne Rasband,
National Institute of Health, USA). Antibody specificity and linearity of the
densitometric analysis system was assessed by serial dilutions of total protein from

cells in control conditions within a range of 5-20 pg of protein per lane.
2.4. Morphological changes and differentiation

Rosenfeld’s staining and immunocytochemistry

Morphological changes were primarily assessed by analysing Rosenfeld's staining.
All control and treated cells seeded on 40 mm polystyrene culture dishes (1.5 x 10°
cells/plate) were rinsed three times with PBS (without Ca** and Mg?*) and fixed for 10
min with methanol at —20°C. Fixed cells were stained with Rosenfeld's reagent (1 ml)
for 20 min at room temperature. Plates were then rinsed with water, air-dried,
analysed in an optic phase microscope (Nikon TS-100) and photographed using a
digital camera (Nikon E-4300).

Morphological changes and astroglial differentiation were also studied by
immunocytochemistry for the cytoskeletal proteins vimentin, a marker of immature
glial cells, and GFAP (glial fibrillary acidic protein), an astrocyte marker. All control
and treated cells seeded on 40 mm polystyrene culture plates (1.5 x 10° cells/plate)
were rinsed three times with PBS and fixed with cold methanol at -20°C for 10
minutes. Non-specific binding of antibody reagents was blocked by preincubating the
plates with 3% bovine serum albumin (BSA) in PBS. Cells were incubated with
mouse monoclonal antibodies against anti-vimentin (clone 3B4, 1/250, Biomakor,
Israel) or rabbit polyclonal antibodies specific for GFAP (1/250, DAKO, Denmark)
diluted in PBS, for 12 h at 4°C under slow agitation. After three washes with PBS,
cells were incubated with rhodamine-conjugated antibodies specific for mouse or
rabbit IgG (1/500, Boehringer Mannheim) diluted in PBS, for 2 h at room temperature.
Thereafter, cells were analysed using an epifluorescence microscope (Olympus BX-

2) and photographed. Ten randomised fields were analysed.

Protein assay and western blotting
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GFAP and vimentin expression was also investigated by western immunoblotting.
Total protein content was determined in control or treated cells seeded on 40 mm
polystyrene culture dishes (1.5 x 10° cells/plate). After 24-72 h exposure, cells were
rinsed twice with PBS, lysed and harvested in a 2% (w/v) SDS, 2 mM EGTA, 4 M
urea, 0.5% (v/v) Triton X-100, 62.5 mM Tris-HCI buffer (pH 6.8) supplemented with 1
pl/ml protease inhibitor cocktail (Sigma, St Louis, MO). Protein content was
determined by the method of Lowry et al. (1951) using a protein assay reagent kit
(Bio-Rad, Hercules, CA). For western immunoblot analysis, 20 pg protein was loaded
onto a discontinuous 4% stacking and 12% running SDS polyacrylamide gel (SDS-
PAGE). Electrophoresis was performed at 200 V for 45 min. Proteins were then
transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Equal
protein loading was confirmed by staining membranes with Ponceau Red (Sigma).
Thereafter, membranes were blocked for 1 h at room temperature in 20 mM TBS (pH
7.5) containing 0.05% Tween 20 (TBS-T) and 5% powdered skim milk. Subsequently,
membranes were incubated with rabbit anti-GFAP (1:1,000, SIGNET, Dedham, MA)
or mouse anti-vimentin (1:1,000, clone 3B4, OXFORD Biotechnology, Oxford, United
Kingdom) monoclonal antibody diluted in TBS-T containing 1% powdered skim milk
for 1 h. Conjugated alkaline phosphatase goat anti-rabbit IgG or goat anti-mouse IgG
(1:5,000 in TBS-T, Bio-Rad, Hercules, CA) was used as a secondary antibody.
Immunoreactive bands were visualised using AP-conjugated substrate Kit (Bio-Rad,
Hercules, CA) according to the manufacturer's instructions. Quantification was
obtained by scanning densitometry (ScanJet 4C — HP) of three independent
experiments and analysed with ImageJ 1.33u. Antibody specificity and linearity of the
densitometric analysis system was assessed by serial dilutions of total protein from

cells in control conditions within a range of 5-20 ug of protein per lane.

2.5. Apoptosis detection
The present study was designed to investigate whether rutin exerts antiproliferative
effects on glioblastoma cells by inducing apoptosis or necrosis. Thus, the 100 uM

higher concentration of rutin was tested.

Annexin V analysis
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Apoptosis was detected by monitoring phosphatidylserine externalisation using an
Annexin V-FITC/Propidium iodide staining kit (US-BD Biosciences Clontech).
Untreated and treated cells were cultured for 24 h in 40 mm diameter plates (1.5 x
10° cells/plate). Approximately 1.5 x 10* cells were then resuspended in 100 pl of
binding buffer containing Annexin V-FITC (0.125 pg/ml), propidium iodide (5 pg/ml),
ddH,O and annexin buffer, following the kit recommendations. After 15 min
incubation at room temperature in the dark, cells were analysed by flow cytometry
using a FACSort BD machine (US-BD Biosciences Clontech). At least 10,000 events
were recorded, and annexin-V-positive cells (apoptotic) and propidium iodide-positive
cells (necrotic) were presented as percentages of labelled cells related to the total

number of cells counted.

Chromatin staining

Apoptosis of GL-15 cells was also determined by Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) staining, which allows us to detect and quantify cells with fragmented
and condensed chromatin. After washing with PBS, cells cultured on 40 mm plates
(1.5 x 10° cells/plate) were fixed for 10 min with methanol at —20°C for 20 minutes.
Subsequently, fixed cells were stained with Hoechst 33258 at a final concentration of
5 pug/ml in PBS, for 10 minutes at room temperature in a dark chamber. Thereafter,
the cells were washed with PBS and the plates were analysed by fluorescence
microscopy (Olympus AX70) and photographed. The apoptotic index represents the
percentage of fragmented nuclei and was determined in a microscopic field of at least

500-cells/experimental point.

Single cell electrophoresis assay of DNA

DNA integrity and single-strand breaks were monitored using single cell gel
electrophoresis (comet assay) performed under alkaline conditions, essentially
following the procedure described by Ribeiro (2006) with some modifications. Briefly,
all control and treated cells seeded on 40 mm polystyrene culture dishes (1.5 x 10°
cells/plate) were incubated for 24 or 72 h in the presence of rutin, using 0.5% DMSO
as a negative control or 1 h direct exposure to UV light as a positive control. After
treatment the cells were scraped at 4°C and centrifuged at 1,000 x g for 10 minutes.
The pellet was diluted in 150 pL of PBS, and 30 uL of cell suspension was mixed with
300 pl of 1% (w/v) low-melting-point agarose (Sigma-Aldrich), and applied on the
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surface of a normal-melting-point agarose-precoated slide to form a microgel and
allowed to set at -20°C for 5 min. Microgels were submersed in cell lysis buffer
(14.61% NaCl, 3.72% EDTA, 0.12% Tris pH 10, 1% Triton X-100 and 10% DMSO)
for 1 h at 4°C with protection from light. Following cell lysis, slides were washed with
PBS for 10 minutes to remove salt and detergent from the microgel. Slides were
placed in a horizontal electrophoresis unit and were allowed to equilibrate for 20
minutes with electrophoresis buffer (0.034% EDTA, 0.3 N NaOH, pH 13).
Electrophoresis was performed at 0.13 A and 25 V for 25 minutes. Slides were rinsed
with neutralisation solution (12.12 % Tris HCI, pH 7.5) three times for 5 minutes each,
fixed with 100% ethanol, air-died and stored protected from light until analysis. For
analysis and scoring, DNA comet slides were stained with 0.1% ethidium bromide (25
pl) for 5 min and coverslips were applied before image analysis. Comet assay
samples were analysed at 200x magnification using an epifluorescence microscope
(Olympus BX-2) with a rhodamine filter. Three replicate experiments were performed
with two slides per experiment and UV irradiation point. The electrophoresed DNA
appears as a comet, with undamaged DNA in the head and fragmented DNA
migrating to form a tail. Comet images were recorded using a Variocam digital
camera (PCO, Germany). Two hundred randomly selected cells were scored from
each slide (two slides per dose), and the percentage of comet cell (comet rate) was

calculated.

2.6. Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard deviation. One-way ANOVA followed by
the Student-Newmann-Keuls test was used to determine the statistical differences
among groups differing in only one parameter. Student’'s t test was used to compare

two groups. Values of P < 0.05 were considered significant.

3. Results

Cell viability and growth

The effect of rutin on the proliferation of GL-15 human glioblastoma cells over a 72 h

period was investigated using both trypan blue staining and thymidine incorporation
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assays (Fig. 1A, B). Growth curves of viable cells obtained from the trypan blue
staining showed that the number of viable GL-15 cells/ul was not changed
significantly after 24 h exposure to 1-10 yM rutin. However, treatment with 50-100 pM
rutin for 24 h reduced significantly (p < 0.05) the number of viable cells (data not
shown). After 72 h exposure, growth inhibition was more significant and was also
observed in the presence of the lowest rutin concentrations used (1 and 10 uM; Fig.
1A). A significant (P < 0.05) growth inhibitory effect of rutin on GL-15 cells was also
evidenced by >H-thymidine incorporation. When compared to cells in control
conditions (0.5% DMSO), the level of *H-thymidine incorporation by GL-15 cells
exposed to 10 UM rutin was 72.01 + 8.36% and 39.72 + 6.73% after 24 h and 72 h
exposure, respectively (Fig. 1B). On the other hand, rutin had a stronger inhibitory
effect on growth of GL-15 cells when used at _ higher concentrations. A single
application of 50 uM rutin caused a reduction in *H-thymidine incorporation, namely
to 12.90 + 3.88% after 24 h and 26.65 + 4.53% after 72 h exposure. At the highest
rutin concentration (100 pM) growth inhibition of around 90% was achieved and *H-
thymidine incorporation was only of 7.82 + 2.24% and 10.26 + 1.74% after 24 h and

72 h exposure, respectively.

Because rutin displayed an inhibitory effect on GL-15 cell growth, we analysed the
cell cycle distribution after treatment by flow cytometry. In control conditions, the
proportion of GL-15 cells in the G1 phase increased with time with a concomitant
decrease in S phase (Fig. 1C). Thus, rutin induced changes in the cell cycle
distribution. However, after 48 h exposure to 50 uM rutin, cells accumulated in the G2

phase.

ERK1 (44 kDa) and ERK2 (42 kDa) are members of the MAPK family that are
induced in response to growth stimuli. We therefore investigated if growth inhibition
by rutin is correlated with ERK1/2 expression and phosphorylation. Figure 1D shows
expression of ERK proteins (p44/p42) in GL-15 cells by western blot analysis, under
control conditions (0.5% DMSO) and after 24 h exposure to rutin. We observed that
ERK1/2 phosphorylation (P-ERK1/2) levels markedly decreased with 10-100 uM
rutin. However, there were no apparent changes in total ERK1/2 levels after rutin

exposure.
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Modulation of GL-15 cell morphology and expression of vimentin and GFAP

A morphogenic effect for rutin was investigated by phase microscopy and
immunocytochemistry for the intermediary filament proteins vimentin, a marker of
immature glial cells, and GFAP, an astrocyte marker. In control conditions (0.5%
DMSO), as revealed by phase microscopy after 72 h treatment (Fig. 2A), GL-15 cells
present a bipolar fibroblast-like phenotype with cell size varying to some extent
depending on the culture density. Following treatment with rutin, GL-15 cells became
very elongated and some cells exhibited cytoplasm retraction with thin cellular
processes. The effect was more pronounced and appeared as early as 24 h after

treatment with the highest inhibitory concentrations of rutin (50-100 pM).

Vimentin and GFAP immunolabelling, performed after a 72 h experiment, showed
that confluent control GL-15 cells have a bipolar shape with a uniformly high pattern
of vimentin expression but heterogeneous GFAP expression (Fig. 2A), restricted to a
subpopulation of cells. After 72 h treatment with 10 uM (data not shown), and more
extensively with 50 uM rutin, GL-15 cells displayed a more condensed cell body with
a radial-like bipolar phenotype. Cells contained long thin processes expressing
vimentin and GFAP, and a significant proportion (> 50%) of cells have higher levels
of GFAP expression. After exposure to 100 uM rutin, the majority of remaining cells
displayed a strong retraction of their cell body and some cells had thin cellular
processes expressing both vimentin and GFAP. Figure 2B shows the quantification of

vimentin and GFAP-positive cells in control and in rutin treated glioma cells.

Vimentin and GFAP expression in GL-15 cells was also examined by western
blotting, and the effect of rutin was investigated. Western blot analysis showed that
control GL-15 cells express more vimentin than GFAP (Fig. 2C). However, after 72 h
treatment GFAP protein increased in protein extracts of GL-15 cells exposed to 10
UM of rutin, and remained higher than controls at 50 puM rutin. However, GFAP
steady-state level decreased to less than control levels in cells exposed to 100 uM
rutin. Under the same conditions, vimentin steady-state levels remained unchanged
when rutin was present at 10-50 uM, but were elevated in cells treated with 100 puM

rutin.
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Induction of apoptosis in glioblastoma cells

We investigated whether rutin induces apoptosis or necrosis on glioblastoma
cells, using Annexin V-FITC/Propidium iodine staining at the optimal inhibitory
concentration. Figure 3 shows an increase in apoptosis of GL-15 cells after 24 h of
treatment with 100 puM rutin. The proportion of Annexin V-positive GL-15 cells
exposed to 100 uM rutin was of 87.4%, compared with the control (0.5% DMSO) that
displayed 1.6% labelled cells. Rutin at this concentration did not modify the
percentage of necrosis for GL-15 cells when compared with control. Moreover,
nuclear condensation and fragmentation were observed in 40.1 + 4.3 % of GL-15
cells by Hoechst staining after 72 h exposure to 100 pM rutin (Fig. 4A). We also
investigated the capacity of rutin to induce DNA strand breaks using a single cell
electrophoresis assay (comet test; Fig. 4B). After 24 h of treatment, as expected, the
comet rate in positive controls (UV irradiation) was 66.01 + 7.45%. The comet rate in
negative controls (0.5% DMSO) was 6.01 + 0.88%, which increased to 16.21 +
1.99% in cells exposed to 100 pM rutin. After 72 h, the comet rate in the negative
control was 19.72 + 1.98%, which increased to 44.21 + 5.90% in cells exposed to 100

MM rutin and 97.5 + 9.0% when cells were exposed to UV irradiation.

4. Discussion

In this study, we investigated the antitumour potential of rutin, which had been
extracted from seeds of the Brazilian plant Dimorphandra mollis, in terms of growth
inhibition, viability and differentiation of cultured human glioma cells. The highly
proliferative human glioblastoma cell line GL-15 established by Bocchini et al., (1991)
was used as a model.

The effect of rutin on the proliferation of GL-15 glioma cells was studied over a 72 h
period. Proliferation of GL-15 cells was significantly inhibited by rutin over a
concentration range of 10 to 100 uM in a dose-dependent manner (Fig. 2A), as
shown by *H-thymidine incorporation and growth curves of viable cells. Maximum
growth inhibition was obtained on the third day of treatment at the highest

concentration tested. Such an inhibitory effect has previously been observed on rat
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C6 and human U138MG glioma cell lines, induced by the rutin derivative quercetin
(Chen, Jeng, Lin, Wu, & Chen, 2006, Braganhol et al., 2006). ERK is activated by
MAPK in response to growth stimuli and involved in diverse cellular signalling
pathways including those regulating survival and proliferation (Krzeminski, 2005). We
observed a rapid reduction in phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase
(P-ERK1/2). This effect has also been recently observed for the flavonoid kaempferol
in relation to growth inhibition of human glioma cells (Jeong, Cheon, Kim, Kim & Kim,
2009).

In the inhibitory concentration range tested, rutin was not found to be cytotoxic for
GL-15 cells after 24 h exposure, as assessed by trypan blue and Annexin V-
FITC/Propidium iodine assays. Necrosis is an unregulated event that comprises the
release of cellular components into the extracellular medium. In contrast, apoptosis
leads to an organised elimination of cellular components (Vaux & Strasser, 1996) and
is defined by key events that are controlled by pro- and anti-apoptotic regulators.
Common events in apoptosis include chromatin condensation and translocation of
phosphatidyl serine to the outer cell membrane (Kokileva, 1994), as well as
proteolytic activation of caspases, cytochrome c release from mitochondria, DNA
fragmentation and membrane blebbing (Vaux & Strasser, 1996; Adrain & Martin,
2001). All of these events can be used as markers in the detection of apoptosis. We
observed by Annexin V-FITC/Propidium iodine and Hoechst 33258 staining that rutin
induces apoptosis in GL-15 glioblastoma cells. The proportion of membrane-
damaged cells as determined by trypan blue staining was evident after 24 h
exposure to 100 uM rutin and 72 h exposure to 50-100 uM rutin. Because apoptosis
(but not necrosis) was detected after 24 h exposure to 100 uM rutin, the membrane
instability observed after 72 h of rutin exposure may be attributed to cells that
underwent apoptosis. Some flavonoids have the ability to interact directly with DNA
and/or enhance carcinogen activation of DNA-modifying agents (Hodek et al., 2006);
therefore, we tested the potential of rutin to induce DNA strand breaks in GL-15 cells.
We observed that at the highest concentration adopted (100 uM), rutin induced a low
but significant increase in the comet rate (i.e., frequency of DNA breaks). Because
fragmentation of DNA is another event that characterises apoptosis (Heatwole,
1999), the DNA strand breaks observed in GL-15 cells exposed to rutin might be

attributed to apoptosis. Associations between DNA strand breaks (revealed by the
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comet test), chromatin condensation and Annexin V labelling have been reported as
being indicative of apoptosis in other cell systems (Morley et al., 2006). A small
proportion of cells with DNA damage were observed in control conditions, but as
described by Tice et al. (2000), this result may be due to the high sensitivity of the
comet test. Similar frequencies of DNA damage in control conditions have also been
described in another in vitro study using genotoxic alkaloids (Boeira, Silva, Erdtmann
& Henriques, 2001), and are probably due to the characteristics of tumour cell lines.
Together, these results indicate that, in addition to growth inhibition, rutin induces

apoptosis in GL-15 glioblastoma cells.

As revealed by phase microscopy and by vimentin and GFAP immunocytochemistry,
rutin has a morphogenic effect on GL-15 cells that is especially evident after 72 h
exposure to the highest growth inhibitory concentrations of 50-100 uM (Figs. 3 and
4). Vimentin is a major cytoskeletal component of immature astrocytes (Dahl,
Rueger, Bignami & Osbom, 1981), and GFAP is a major protein of astrocyte
intermediate filaments and a specific marker for these cells. Moreover, studies have
reported that an increase in GFAP content is related to differentiation of malignant
gliomas (Rutka et al., 1994). Thus, besides a morphogenic effect of this flavonoid,
immunocytochemistry and western blots for vimentin and GFAP revealed that this
flavonoid induces differentiation of GL-15 glioblastoma cells towards an astroglial
phenotype. This differentiation was especially evident at 50 uM, when both, the
proportion of GFAP-positive cells and GFAP steady-state levels increased. When
rutin was used at 100 uM, we observed an increase in vimentin steady-state level
and immunostaining after 72 h. Vimentin is highly expressed early in development in
both radial glia (Sancho-Tello, 1995) and radial glia-like Bergmann cells in the mature
cerebellum (Alonso, 2001). Vimentin overexpression in the GL-15 cells remaining
after 100 uM rutin exposure suggests that these remaining cells may recapitulate a
radial glial-like phenotype. GFAP was barely detected by western blot; its expression
was however evident in the remaining GL-15 cells by immunocytochemistry, which
suggests that GFAP disruption might interfere with western blot detection rather than
supporting a down regulation. Sagara, Vanhnasy and Maher (2004) investigated the
differentiation potential of many flavonoids and found that the aglycone quercetin
induced differentiation of rat neural PC12 cells but rutin did not, even when it was

employed at 100 uM. The authors deduced that structural determinants were needed
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for the differentiation activity induced by flavonoids. They observed that all active
flavonoids possess a catechol structure on the B ring (C3’ and C4’), an unsaturated C
ring with an oxygen keto group on C4, and a hydroxyl group on C7 in the A ring.
Rutin possesses all of these chemical characteristics but, in addition, it contains a
glycosyl moiety at C3 on the A ring that may interfere with its differentiation activity
for rat PC12 neuronal cells but not human GL-15 glioblastoma cells.

As described, different flavonoids present considerable variation in blood—brain
barrier (BBB) permeability (Youdim, Qaiser, & Begley, 2004; Fernades et al., 2006). It
was observed that flavonoids including flavonoid glycosides, naringenin, quercetin,
hispidulin, hesperetin, naringenin cross the BBB, due either to their lipophilic nature
or to their interactions with specific efflux transporters expressed in the BBB.
Although flavonoids can access to the brain, it is clear that these substances and
their metabolite forms reach lower concentrations in vivo than those recorded for
small-molecule antioxidant nutrients such as ascorbic acid and a-tocopherol
(Youdim, Qaiser, & Begley, 2004). Consequently, the beneficial effects of flavonoid
metabolites in vivo, do unlikely result from their ability to out-compete antioxidants
such as ascorbate, which are present in higher concentrations. It rather supports the
hypothesis that these natural polyphenol compounds might be regarded as potential
neuroprotective agents in vivo. Nevertheless, it is evident that flavonoids are potent
bioactive molecules, and a clear understanding of their mechanism of action is crucial

to the evaluation of their therapeutic potential.

Collectively, our results have shown that the flavonoid rutin present a capacity to
inhibit growth and induce differentiation of cultured glioblastoma cells, suggesting
that this compound could be considered as a candidate for the treatment of
malignant gliomas. Further studies are under investigation to better understand the

mechanism of action of rutin on glioblastoma cells.
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Figure Legends

Figure 1 — Effect of rutin on viability and proliferation of GL-15 cells. Cells were
incubated in the absence (control, 0.5% DMSOQO) or presence of rutin at different
concentrations (1-100 pM), and cell viability was assessed by Trypan blue staining
after 24 h or 72 h treatment. (A) Proportion (%) viable and non-viable (blue) cells
after 72 h exposure and Trypan blue staining; (*) = Significant difference from control
(0.5% DMSO) values (P =< 0.05) referring the number of non-viable cells; (#) =
Significant difference from control (0.5% DMSO) values (P < 0.05) referring the
number of viable cells. (B) Proliferation assessed by *H-thymidine incorporation after
24 h or 72 h of the experiment; values for vehicle control samples were set at 100%;
(*) = Significant differences from control values (P < 0.05). (C) DNA content analysis
by flow cytometry after a 48 h experiment; the DNA content is shown by relative
fluorescence and the number of cells in the GO/G1 phase are represented in the first
peak, whereas those in the G2/M phase are in the second peak. Cells in S phase are
present in the area between the GO0/G1 and G2/M peaks. (D) Expression of
phosphorylated and non-phosphorylated ERK proteins (p44/p42) from GL-15 cells in
control conditions and after 24 h exposure to rutin, as determined by western blot.

Results are from at least three independent experiments.

Figure 2 — Effect of rutin on morphology and on vimentin and GFAP expression
in GL-15 cells. (A) Photomicrographs after Rosenfeld’s staining and
immunocytochemistry for vimentin and GFAP proteins in GL-15 cells under control
conditions (0.5% DMSO) or treated for 72 h with 50-100 puM rutin. Objective 20 X
0.70, scale bars = 10 um. This result is representative of three independent
experiments. (B) The absolute cell number, vimentin positive cells, and GFAP
positive cells were quantified. To normalize the variation between absolute numbers
from different experiments, data are represented as proportion (%) for each marker.
(C) Western blot analysis of vimentin and GFAP protein expression in GL-15 cells
treated with rutin. Samples containing 20 ug of total protein for control conditions
(0.5% DMSO) or treated for 72 h with rutin (10-100 uM) were electrophoretically
separated through 12% polyacrylamide gel containing 0.1% SDS in running buffer.
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The immunoreactive bands are representative of three independent experiments and

the histogram represents the relative expression of vimentin and GFAP.

Figure 3 — Induction of apoptosis by rutin in human GL-15 cells as revealed by
flow cytometry. Identification of phosphatidyl serine translocated to the outer cell
membrane by Annexin V-FITC, and determination of propidium iodide-positive cells

after a short time exposure (24 h).

Figure 4 — Features of apoptosis in GL-15 cells after rutin exposure.

(A) Morphological analysis of GL-15 cell nuclei in control conditions (0.5% DMSO)
and nuclear condensation detection by Hoechst 33258 dye in cells treated with 50 or
100 pM rutin after 72 h. Arrows represents apoptotic bodies and fragmented nuclei;
Objective 20 x 0.70, scale bars = 10 um; this result is representative of three
independent experiments. (B) Determination of DNA strand breaks in GL-15 cells
exposed to rutin after 24 h and 72 h, using the comet assay. Cells were exposed to
vehicle control (0.5% DMSO), rutin (100 uM) or UV irradiation (positive control). Data
represents comet rates (mean + SD) for at least 100 nucleoids of GL-15 cells per
experimental point in three independent experiments; (*) = Significant differences

from control values (P < 0.05).
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CAPITULO 2: EFEITOS IN VITRO DE FLAVONOIDES POLIHIDROXILADOS NA
VIABILIDADE, MIGRACAO E EXPRESSAO DE COMPONENTES DE MATRIZ
EXTRACELULAR EM CELULAS DE GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUMANO.

Santos, B.L., Oliveira, M.N., Coelho, R.A., Pitanga, C.S., Sousa, C.S., Costa, M.F.D.,
El-Bacha,R.S., Tardy, M., Costa, S.L.

RESUMO

Neste estudo investigamos o efeito de flavonodides polihidroxilados 5,7-
dihidroxiflavona (crisina), 3’,4’-dihidroxiflavona, 4’,5,7-trihidroxiflavona (apigenina),
3,4',5,7-tetrahidroxiflavona (kaempferol), 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona (quercetina),
e 3-O-rutinosideo de 3,3'.4',5,7-pentahidroxiflavona (rutina) na viabilidade celular,
modificagcdo fenotipica e na capacidade invasiva e migratoria em cultura de células
de glioblastoma multiforme humano da linhagem GL-15. N6és observamos que 0s
flavondides crisina, apigenina e 3’,4’-dihidroxiflavona induziram uma pequena
reducdo na viabilidade das células GL-15 ap06s 48 h de tratamento, além de
mudancas ultraestruturais indicativas de apoptose. Os flavonoides avaliados também
mostraram ser morfogénicos para células GL-15, induzindo a um fendétipo bipolar
semelhante a glia radial, caracterizada pela presenca de um corpo celular
condensado e finos processos citoplasmaticos, com expressao de GFAP. A analise
por microscopia eletrénica de varredura também revelou uma reducdo de estruturas
tipo filopodias na superficie celular, apds tratamento com os flavonoides em estudo.
Observamos que os flavondides induziram um retardo na migracao das células GL-
15 em ensaios de migracdo apdés as primeiras 12 h de tratamento, bem como
regularam a expressdo de proteinas componentes da MEC, sendo observada
marcacao intra e extracelular para a fibronectina e marcacdo predominantemente
intracelular para e laminina. Podemos também evidenciar que todos os flavonoides
testados induziram uma reducdo na expressdo e na atividade de MMPs, e que a
expressdo de CX43 foi reduzida apds tratamento com rutina. Devido a capacidade
de induzir a diferenciacgao, inibir migracéo celular e induzir a apoptose em cultura de
células de glioblastoma humano, flavondides polihidroxilados podem ser

considerados como potentes candidatos para o tratamento de gliomas malignos.
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Palavras-chave: flavonodides, glioblastomas, apoptose, diferenciacdo, MEC, MMP.

1. Introducéo

Os gliomas malignos sao tumores cerebrais primarios muito comuns
(BURGER, et al., 1985). Sao responsaveis por cerca de 40% de todos os tumores
primarias e, por cerca de 78% de todos os tumores malignos do sistema nervoso
central. Mais de 80% desses tumores sdo considerados de alto grau (graus lll e 1V)
guando diagnosticados de acordo com a atual classificagdo da Organizacédo Mundial
da Saude (OMS). Os glioblastomas multiformes (GBMs) compreendem formas
agressivas de gliomas, altamente infiltrativos que acomete o cérebro e sé&o
morfologicamente muito heterogéneas. Em outras palavras, a composi¢cao celular,
mesmo dentro de um tumor uUnico, pode variar amplamente (MILLER & PERRY,
2007; CLARKE, BUTOWSKI & CHANG, 2010). Atualmente, o protocolo de escolha
para o tratamento de pacientes com glioblastoma multiforme baseia-se na cirurgia e
radioterapia seguida de quimioterapia com temozolamida - TMZ (STUPP, et al.,
2007; SOFFIETTI, et al., 2007). Entretanto, apesar dos avan¢os no tratamento, a
expectativa média de vida dos pacientes com GBM € de aproximadamente 14
meses, sendo que um pequeno numero de pacientes pode sobreviver até cerca de 5
anos apos o diagnostico (GOFFMAN, et al.,, 1992; SENGER, et al.,, 2003). A
excessiva proliferacédo, a difusa capacidade de infiltrar o tecido cerebral circundante
e a supressao da resposta imune antitumoral sdo aspectos bioldgicos cruciais que
contribuem para o fenotipo maligno de gliomas e que limitam o sucesso dos atuais
protocolos terapéuticos (WICK, et al., 2001). A invasdo do tumor € um processo
complexo, em que a ceélula neoplasica inicia a migracédo no sitio primario do tumor,
adere a matriz extracelular (MEC) e degrada os componentes de MEC, através de
enzimas proteoliticas que invadem tecidos normais distantes. Portanto, os elementos
cruciais para a invasdo do tumor incluem a adesdo e a migracdao, que promovem
interacdes entre a célula tumoral e os componentes de MEC que envolvem o tumor
(DEMUTH, et al., 2004; OHNISHI, et al., 1998).

A matriz extracellular (MEC) € uma complexa rede organizada de moléculas
gue sao tipicamente grandes glicoproteinas, incluindo fibronectinas, colagenos,
lamininas e proteoglicanos, que montam fibras ou outros arranjos macromoleculares

(MA, et al., 2008). A MEC funciona com um reservatério de fatores de crescimento e
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fluidos, desempenha papel importante na organizacdo de tecidos, microambientes
celulares e nichos de células tronco. Ela é tecido especifica e se adapta a mudancas
no desenvolvimento, na idade e doenca (SINGH, CARRAHER & SCHWARZBAUER,
2010). As enzimas matriz metaloproteinases (MMPSs) correspondem a uma familia
de endopeptidases que seletivamente degradam componentes de matriz
extracellular (MEC). As MMPs estdo implicadas na migracdo e invasdo de células
tumorais, pois elas favorecem uma degradacdo proteolitica da membrana basal
(WICK, et al., 2001; NAKADA, et al., 1999). Dentre as MMPs, a MMP2 (gelatinase A)
tem sido amplamente estudada por estar envolvida na malignidade de células
tumorais (NAKADA, et al., 1999).

Os flavondides correspondem a um grupo de componentes polifendlicos,
originados de diversas espécies de plantas, que apresentam baixo peso molecular.
Eles exibem uma variedade de atividades biolégicas tais como atividade
antiinflamatéria, antioxidante, antiviral e ac¢des antitumorais (SUK, K., 2002). A
inibicdo do crescimento de células cancerigenas, in vitro e in vivo, pelos flavonoides,
tem sido relatada em varios trabalhos (SANTOS et al, 2011; GRAZIANI et al., 1983;
EDWARDS et al., 1979; KURIKI AND RACKER , 1976). Flavondéides como
guercetina e rutina, encontrados comumente na dieta, tem apresentado atividade
antiproliferativa, apoptotica e morfogénica em células de glioma in vitro (SANTOS, et
al., 2011; NGUYEN, et al., 2004). Outros flavonoéides tém sido também associados a
inibicdo da atividade de migracéo e invasao de varios tipos de tumores (LIN, et al.,
2008; SHEN, et al., 2010; WANG, et al., 2010). Apesar disto, ainda sdo poucos 0s
estudos que avaliam os mecanismos pelos quais diversos flavondides usam para
inibir o crescimento e a migracdo dos tumores. A compreensdo do papel dos
flavondides sobre o crescimento, a viabilidade e sobre os processos de migracéo e
invasdo de gliomas, podera ajudar a elucidar a atividade anti-tumoral destes
produtos naturais e contribuir, desta forma, para gerar novos candidatos potenciais
para o tratamento de gliomas. Portanto, neste estudo, nés investigamos os efeitos
de flavonéides polihidroxilados sobre a viabilidade celular, modificacdo fenotipica e
na capacidade invasiva e migratéria em células de glioblastoma multiforme humano

da linhagem GL-15, estabelecida por Bocchini e cols (1991).

2. Materiais e Métodos
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2.1. As drogas e tratamentos

Os flavonoides rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) e
quercetina (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona), extraidos da Dimorphandra mollis, o
flavondide apigenina (4’,5,7-trihidroxiflavona), extraido de Croton betulaster, e os
flavonodides crisina (5,7-dihidroxiflavona), kaempferol (3,4',5,7-tetrahydroxyflavone) e
3’,4’-dihidroxiflavona (Quadro 1), extraidos de Caesalpynia pyramidalis, todos
provenientes do estado da Bahia, foram obtidos sob a forma de pé no Laboratério de
Quimica Organica e Produtos Naturais (Instituto de Quimica/UFBa), e no Laboratorio
de pesquisa de Produtos Naturais (Faculdade de Farméacia/UFBa). Eles foram
dissolvidos no dimetilsulfoxido (DMSO) formando solugbes estoque a 20mM, que
foram mantidas na obscuridade a -20°C. As diluicbes finais de cada reagente foram
obtidas no momento do tratamento, diluindo-se as solugbes concentradas

diretamente no meio de cultura.

2.2. Culturas de células

As linhagens de glioblastoma GL-15 (BOCCHINI et al., 1991) derivada de
glioblastoma multiforme humano, com até 20 passagens, foram cultivadas até
confluéncia em placas de poliestireno (TTP, Suica) de 100 milimetros de diametro,
contendo 10 mL do meio a uma densidade de 1x10* células/cm®. O meio usado foi 0
Eagle modificado Dulbecco's (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(GIBCO BRL, Grand Island, NY), uma mistura dos nutrientes (glicose a 7 mM,;
glutamina a 2 mM; piruvato a 0,011 g/L), e na presenca de antibiéticos (100 Ul/ml de
penicilina G e 100 mg/ml de estreptomicina). As culturas foram mantidas em uma
atmosfera umida com 5% de CO, a 37°C. O meio foi substituido por trés vezes
durante a semana. As culturas de estoque foram repicadas em placas de cultura
novas a cada 3 dias, e as culturas para os experimentos foram semeadas em placas
de cultura de poliestireno, conforme necessario. Apos cerca de 24h de crescimento,
guando as células atingiram a confluéncia necessaria (formacdo de uma

monocamada celular), fez-se a tripsinizacdo e repicagem das células em outros
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modelos de placas de cultura (placas de 96 pocos, 24 pocos ou 06 pocos), segundo

os diferentes procedimentos analiticos a serem realizados.

2.3. Teste de citotoxicidade e viabilidade celular

Para o teste de citotoxicidade, as células de glioblastoma foram cultivadas em
placas de 96 pocos. As células foram expostas as drogas por cerca de 48h e, duas
horas antes do término do tempo de exposi¢cao, o meio de cultura foi substituido por
uma solucao de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), diluido em meio
DMEM (5mg/ml) e, em seguida a placa foi incubada por mais 2h. Para a dissolugao
dos cristais de formazan formados pela agcdo das desidrogenases mitocondriais
sobre o substrato MTT, foi acrescido um volume de um tampéo de lise (20% SDS,
50% DMF, pH 4,7), mantendo-se as placas por cerca de 12 h a 37°C. A absorvancia
Optica de cada amostra foi medida usando o espectrofotdmetro BIO-RAD 550PLUS

em um comprimento de onda de 492 nm.

A viabilidade celular foi obtida ap0s a coloracdo pelo azul Trypan do grupo
controle e das células tratadas com os flavonodides polihidroxilados, apés semeadura
em placas de cultura de poliestireno de 40mm de diametro (1.5x10° células / placa).
Ambas as células aderentes e flutuantes foram obtidas apds tripsinizacdo e
centrifugadas por cerca de 10 minutos a 1500 RPM. As células foram entéo
suspensas em 200uL de meio DMEM sem suplementacdo com SFB e, em seguida,
coradas com azul de Tripan a uma concentracao final de 0,1% (v / v). Trés replicatas
dos experimentos foram realizados para cada analise e, 0 niumero de células viaveis
e nédo viaveis (azuis) por mL foi determinado apos 48 h de exposicao aos flavonéides
na concentracdo de 50 uM, pela contagem de quatro amostras de 10uL de
suspensao celular para cada experimento, em camara de Burker (Boehringer

Mannheim).

2.4. Andlises morfoldgicas e estruturais

Os efeitos dos flavondides nas células GL-15 em termos de modificacdes

morfoldgicas e estruturais, foram investigados através de analise microscépica em
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contraste de fase, através de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e através
da marcagdo imunocitoquimica para a proteina do citoesqueleto GFAP (marcador
para astrocito).

As células foram semeadas em placas de cultura de poliestireno de 24 pocos.
Nas placas usadas para marcac¢do imunocitoquimica, foram colocadas laminulas
redondas de 13 milimetros de didmetro em cada poco e em seguida, as laminulas
foram pré-tratadas com poli-D-ornitina. As células GL-15 foram cultivadas nestas
placas e, apls estarem confluentes (formarem uma monocamada celular
homogénea na superficie da laminula), as células foram tratadas com os diferentes
flavonodides e, decorrido o tempo de exposi¢cédo aos flavonoides (48 horas), o tapete
celular foi lavado trés vezes com PBS e as células foram entdo fixadas e
permeabilizadas com metanol gelado a —20 °C por 10 minutos (para marcacao
imunocitoquimica), ou com solucéo fixadora (glutaraldeido a 2%; tampao cacodilato
de sédio a 0,1M pH 7,4) por 12h a 4°C, usada para microscopia eletrénica de

varredura.

Microscopia com contraste de fase

Apobs 48 horas de exposicdo aos flavondides, os aspectos morfoldgicos foram
analisados em microscopia com contraste de fase, com filtro verde (Nikon TS-100) e,
em seguida, fotografadas por uma camara digital (Nikon E-4300). Foram analisadas

10 fotos para cada tratamento em 3 experimentos independentes.

Marcacao imunocitoquimica

Para realizar a marcacdo imunocitoquimica, apos exposicdo aos flavondides,
0 meio de cultura foi coletado e armazenado e o tapete celular foi lavado por trés
vezes com solucdo tampao PBS. As células foram fixadas com metanol (como
explicado anteriormente) a -20°C. O excesso de metanol foi desprezado e as placas
ficaram em repouso, abertas, até completa evaporacdo e secagem do metanol. A
seguir as células foram reidratadas com PBS e em seguida, incubadas por 1 hora
com anticorpo primario anti-GFAP (Santa Cruz) produzido em coelho, na diluicdo

1:200 em PBS-T, sob leve agitacdo. Decorrido o tempo de incubacédo, as células
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foram lavadas com PBS (3X de 200pL) e incubadas com anticorpo secundario anti-
IgG de coelho Alexa Fluor 488 (Invitrogen corporation), diluido 1:5000 em PBS-T,
sob agitacdo lenta, por 1h a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacéo, 0s
nacleos das células foram corados com o agente intercalante de DNA, DAPI
(5ug/ml), durante 10 minutos a temperatura ambiente e, o citoplasma corado com o
corante Evans Blue (10mg/mL — Fluka) por cerca de 10 minutos. As células foram
entdo lavadas com PBS (3x 200ul), analisadas por microscopia de fluorescéncia
(Olympus BX70) e fotografadas com filme Kodak Cromo 1SO100 em camera
Olympus AX-70.

Microscopia eletronica de varredura (MEV).

Apos periodo de tratamento com os flavonoides, desprezou-se o meio de
cultura e fixou-se o tapete celular, conforme explicado anteriormente. Em seguida,
as ceélulas foram lavadas com tampédo cacodilato de sddio a 0,1M em pH 7,4 (3
banhos de 5 minutos a TA). Apos lavagem, as células foram pds-fixadas com
solucéo de tetroxido de 6smio a 1% (tetroxido de ésmio 2% + cacodilato de sédio a
0,2M, v/v). Foi adicionado cerca de 300uL desta solucdo em cada poco da placa e
incubado a placa por cerca de 1 hora a TA. Apos esta fixacdo, foi realizado outra
etapa de lavagem das células com tampéao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4 (3X de
10 minutos). Em seguida a etapa de lavagem, as células foram desidratadas em
solucéo alcodlica, nas concentracdes 30%, 50%, 70% e 90%, sendo 1 banho de 10
minutos para cada concentracdo, e na concentracdo 100%, sendo 3 banhos de 10
minutos. A desidratacdo também foi realizada a temperatura ambiente (TA). Apos
esta etapa, as células foram submetidas ao ponto critico no equipamento Leica EM
CPDO030. O ponto critico corresponde a substituicdo da solucdo desidratante por
dioxido de carbono no estado liquido, que por sua vez, com 0 aumento da
temperatura, vaporiza, saindo da célula e mantendo a estrutura celular preservada.
Em seguida, as amostras foram metalizadas com ouro, usando o0 equipamento
Denton Vacuun Desk IV, e entdo analisadas em microscopio eletrénico de varredura
(MEV JSM 6390LV), no Laboratorio de Microscopia Eletrébnica do Centro de

Pesquisas Goncalo Moniz, CPgGM / Fiocruz, Salvador.
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2.5. Expresséo de componentes de MEC

Marcac¢do imunocitoquimica

A determinacdo da interferéncia dos flavondides na expressdo de proteinas
da matriz extracelular (MEC), fibronectina e laminina, foi investigada por marcacéo
imunocitoquimica e por western blot das proteinas laminina e fibronectina
(PLANCHENAULT et al., 2001).

Para realizar a marcacdo imunocitoquimica, as células foram cultivadas em
placa de 24 pogos e apoés atingirem a confluéncia, foram tratadas com os flavonoides
em estudo. Apds 48 horas de exposicdo aos flavonoides, o meio de cultura foi
coletado e armazenado e o tapete celular foi lavado por trés vezes com solugao
tampéo PBS. A sintese intracelular foi investigada com marcacao apos fixacdo com
metanol a —20°C, e a expressao extracelular foi analisada procedendo-se marcacao
antes da fixacdo com o metanol. Para marcacdo intracelular, as células foram
fixadas com metanol (como explicado anteriormente) a -20°C. O excesso de metanol
foi desprezado e as placas ficaram em repouso, abertas, até completa evaporacao e
secagem do metanol. A seguir as células foram reidratadas com PBS e em seguida,
incubadas por 1 hora com os anticorpos primarios anti-Fibronectina (F3648, Sigma-
Aldrich, Inc) produzido em coelho, na diluicdo 1:500 em PBS-T, e anti-laminina
(L9393, Sigma-Aldrich, Inc) produzido em coelho, na diluicdo 1:25 em PBS-T, sob
leve agitacao. Decorrido o tempo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS
(3X de 200uL) e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado
com fluorocromo isotiocianato de tetrametilrodamina, diluido 1:5000 em PBS-T, sob
agitacdo lenta, por 1h a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacédo, os
nudcleos das células foram corados com o agente intercalante do DAPI (5ug/ml)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas com
PBS (3x 200ul), analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX70) e
fotografadas com filme Kodak Cromo 1SO100 em camera Olympus AX-70. Para
marcacao extracelular, o procedimento foi semelhante ao relatado acima, entretanto
a fixacdo em metanol foi realizada apdés a marcacdo com 0s anticorpos primario e

secundario. Apos fixacdo em metanol a -20°C, as placas também foram colocadas
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para secar ao ar, em ambiente escuro, para entdo serem analisadas em microscopia

de fluorescéncia e em seguida fotografadas.

Western blot

Para avaliar a expresséo das proteinas de MEC por western blot, as células
GL-15 foram cultivadas em placas de 6 pocos (1.5x10° células / poco) até a
confluéncia, e em seguida tratadas com os flavondides por 48 horas. Apds este
periodo, o meio de cultura foi coletado e armazenado. As proteinas totais das
células de glioblastoma, em condi¢cbes controle ou tratadas com flavonodides, foram
entdo extraidas com tampéo de extragdo SDS a 2% (w / v), 2 mM de etileno glicol-
bis[B-aminoetil éter]-N, N, N'N'-acido tetraacético (EGTA), 4 M de uréia, 0,5% (v / V)
de Triton X-100, 62,5 mM de tampé&o Tris-HCI (pH 6,8), suplementado com 1ul/ml de
um coquetel de inibidores de proteases (Sigma, St Louis, MO). O extrato protéico foi
colhido e armazenado em microtubos de 2,0mL. A concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de Lowry (1951), usando um kit reagente para dosagem
de proteina (Bio-Rad, Hercules, CA). As proteinas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida em condi¢cbes desnaturantes (SDS-PAGE) e transferidas
para membranas de nitrocelulose, nas seguintes condi¢des: trinta microgramas de
extrato de proteina total foram colocadas no gel de empilhamento a 4%, e no gel de
corrida a 8% (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em 200 V por 45 min. Apos
corrida, as proteinas foram entéao transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A.), a 100 V por cerca de 1 h. A presenca de proteinas
na membrana foi confirmada pela coloracdo da membrana com Ponceau Red
(Sigma). Posteriormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 h em
temperatura ambiente em 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo 0,05% Tween 20
(TBS-T) e 5% de leite em pd desnatado. Posteriormente, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios anti-Fibronectina (F3648, Sigma-Aldrich, Inc)
produzido em coelho, na diluicdo 1:2000 e anti-laminina (L9393, Sigma-Aldrich, Inc)
produzido em coelho, na diluicdo 1:1000, ambos diluidos em TBS-T com 1% de leite
em po6 desnatado. Como anticorpo secundario, foi usado anticorpo de cabra anti-lgG
de coelho, conjugados com fosfatase alcalina, na diluicdo 1:5000 em TBS-T

contendo 1% de leite em pdé desnatado (Bio-Rad, Hercules, Califérnia). O
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aparecimento de bandas imunorreativas foram visualizadas apds adicdo do
substrato, como descrito pelo fabricante no Kit da Bio-Rad, Hercules, CA. As
membranas foram escaneadas (ScanJet 4C - HP) e a quantificagao foi obtida pela
analise densitométrica de trés experimentos independentes, realizadas no software
ImageJ 1.33u (Rasband Wayne, National Institute of Helth, E.U.A.).

2.6. Expressao e atividade de matriz-metaloproteinases (MMPSs)

Western blot

Para investigar a expressdao de MMPs em células GL-15 tratadas com
flavonoides, foi analisado a expressédo das formas inativa e ativa da gelatinase MMP-
2 (inativa: 72 kDa e ativa: 63 kDa) através de western blot. Também foi avaliada a
expressdo de MMP-2 intracelular através de imunocitoquimica.

Para analise por western blot, as células foram cultivadas em placas de
cultura de poliestireno de 06 pocos (1.5x10° células / poco). Apds 48 horas de
exposicao aos flavondides, as células foram lavadas duas vezes com PBS, lisadas
com tampao de extracdo SDS a 2% (w / v), 2 mM de etileno glicol-bis[p-aminoetil
eter]-N, N, N'N'-acido tetraacético (EGTA), 4 M de uréia, 0,5% (v / v) de Triton X-100,
62,5 mM de tampao Tris-HCI (pH 6,8), suplementado com 1pl/ml de um coquetel de
inibidores de proteases (Sigma, St Louis, MO). O extrato protéico foi colhido e
armazenado em microtubos de 2,0mL. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Lowry (1951), usando um kit reagente para dosagem de proteina
(Bio-Rad, Hercules, CA). Trinta microgramas de extrato de proteina total foram
colocados no gel de empilhamento a 4%, e no gel de corrida a 8% (SDS-PAGE). A
eletroforese foi realizada em 200 V por 45 min. Apds corrida, as proteinas foram
entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA,
E.U.A), a 100 V por cerca de 1 h. A presenca de proteinas na membrana foi
confirmada pela coloracdo da membrana com Ponceau Red (Sigma).
Posteriormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 h em temperatura
ambiente em 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo 0,05% Tween 20 (TBS-T) e 5% de
leite em p6 desnatado. Posteriormente, as membranas foram incubadas com o

anticorpo primario anti-MMP-2 produzido em coelho (Santa Cruz), diluido 1:500. A
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incubacdo durou cerca de 1h e o anticorpo foi diluido em TBS-T contendo 1% de
leite em p6 desnatado. Como anticorpo secundario, foi usado anticorpo de cabra
anti-lgG de coelho, conjugados com fosfatase alcalina, na diluicdo 1:5000 em TBS-T
contendo 1% de leite em pd desnatado (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA). O
aparecimento de bandas imunorreativas foram visualizadas apds adicdo do
substrato, como descrito pelo fabricante no Kit da Bio-Rad, Hercules, CA. As
membranas foram escaneadas (ScanJet 4C - HP) e a quantificacao foi obtida pela
analise densitométrica de trés experimentos independentes, realizadas no software
ImageJ 1.33u (Rasband Wayne, National Institute of Helth, E.U.A.).

Imunocitoquimica

A marcacao imunocitoquimica foi realizada apés as células cultivadas e tratadas em
placa de 24 pocgos terem sido fixadas com metanol a —20°C. O excesso de metanol
foi desprezado e as placas ficaram em repouso, abertas, até completa evaporacao e
secagem do metanol. A seguir as células foram reidratadas com PBS e em seguida,
incubadas por 1 hora com os anticorpos primarios anti-MMP-2 produzido em coelho
(Santa Cruz), na diluicdo 1:500 em PBS-T, sob leve agitacdo. Decorrido o tempo de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS (3X de 200uL) e incubadas com
anticorpo secundario anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG
(Invitrogen corporation), diluido 1:5000 em PBS-T, sob agitacdo lenta, por 1h a
temperatura ambiente. Apds o tempo de incubac&o, os nucleos das células foram
corados com o agente intercalante de DNA, DAPI (5ug/ml), durante 10 minutos a
temperatura ambiente e, o citoplasma corado com o corante Evans Blue (10mg/mL —
Fluka) por cerca de 10 minutos. As células foram entéo lavadas com PBS (3x 200ul),
analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX70) e fotografadas com

filme Kodak Cromo 1ISO100 em camera Olympus AX-70.

Zimografia

A determinacdo da atividade das gelatinases (MMP-9 e MMP-2), secretadas

pelas células de glioblastoma, e de suas pro-enzimas, foi analisada por zimografia
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(Planchenault et al., 2001; Vincent et al., 2001) dos meios de cultura condicionados
livre de soro. Para isto, apds plaqueamento celular e tratamento com os flavondides,
o meio de cultura foi coletado e teve sua concentracdo protéica determinada pelo
método colorimétrico de Lowry (1951). Foram aplicados 30ug de proteina por pogo
em gel de poliacrilamida a 8% (SDS-PAGE) contendo 1mg/mL de gelatina. A corrida
foi feita por 60 minutos a 200V. ApGs a corrida, o gel foi lavado 3 vezes de 10
minutos em solucéo de Triton 2,5% a 37°C, sob leve agitacdo. Em seguida, o gel foi
incubado em tampédo de reativacao enzimatico (0,2M NaCl + 10mM CacCl, + 0,05M
Tris-HCI pH 7,5) por 18 horas a 37°C, em recipiente fechado. Os géis foram corados
com 0,5% Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) por 30 minutos, sob fraca
agitacdo. Em seguida, os géis foram descorados com solu¢do 50% metanol + 10%
acido acético glacial, sob fraca agitacdo, trocando a solu¢do descorante a cada 15
minutos, até surgir o aparecimento das bandas (zonas de degradacdo da gelatina).
Os géis foram escaneados (ScanJet 4C - HP), e a quantificacdo da densidade das
bandas foi obtida usando o software ImageJ 1.33u (Rasband Wayne, National
Institute of Helth, E.U.A.)). A andlise densitométrica foi realizada em trés

experimentos independentes.

2.7. Analise da migracao celular

Ensaio de lesdo em monocamada de células

A avaliacao do potencial dos flavonéides em inibir a migracédo das ceélulas GL-
15 foi investigada através do ensaio de simples lesdo em monocamada celular. As
células foram cultivadas nas placas de 6 pocos, previamente preparadas com 0s
suportes de MEC, até atingirem a confluéncia. Apds formacdo de uma monocamada
celular confluente, foi promovida uma lesédo uniforme nesta monocamada celular, de
forma cuidadosa para nao ferir os suportes de MEC, usando uma ponteira de 200uL
e, em seguida lavada a monocamada com PBS estéril, para retirar as células
desprendidas durante a lesdo. Apds a lavagem, a monocamada foi tratada com os
flavonoides em estudo, diluidos em meio de cultura DMEM livre de soro fetal bovino

(SFB), durante cerca de 48 horas. As células foram fotografadas nos intervalos de
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tempo 0, 12, 24 e 48 horas, durante o tratamento, para avaliar a reducédo na
espessura das areas de lesao.

2.8. Andlise da expressao de conexina 43 (CX43)

Imunocitoquimica

O efeito dos flavondides na expressdo de CX43 foi avaliado através de marcacao
imunocitoquimica. Apés cultivo e tratamento das células em placas de 24 pocos, as
mesmas foram fixadas com metanol a —20°C. O excesso de metanol foi desprezado
e as placas ficaram em repouso, abertas, até completa evaporacdo e secagem do
metanol. A seguir as células foram reidratadas com PBS e em seguida, incubadas
por 1 hora com 0s anticorpos primarios anti-conexina 43 produzido em coelho (Santa
Cruz), na diluicdo 1:800 em PBS-T, sob fraca agitacdo. Decorrido o tempo de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS (3X de 200uL) e incubadas com
anticorpo secundario anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG
(Invitrogen corporation), diluido 1:5000 em PBS-T, sob agitacdo lenta, por 1h a
temperatura ambiente. Apds o tempo de incubac&o, os nucleos das células foram
corados com o agente intercalante de DNA, DAPI (5ug/ml), durante 10 minutos a
temperatura ambiente e, o citoplasma corado com o corante Evans Blue (10mg/mL —
Fluka) por cerca de 10 minutos. As células foram entédo lavadas com PBS (3x 200ul),
analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX70) e fotografadas com

filme Kodak Cromo 1ISO100 em camera Olympus AX-70.

2.9. Investigacao de modificacdes ultraestruturais em células GL-15

Microscopia eletrénica de transmissao (MET).

As alteracdes ultraestruturais nas células de glioblastoma GL-15 tratadas com

flavondides foram investigadas através de microscopia eletrénica de transmisséo

(MET). As células GL-15 foram cultivadas em garrafas de cultura de 50mL até

formarem monocamadas confluentes. Apds atingirem a confluéncia, a monocamada



79
foi tratada com os flavondides em estudo, previamente diluidos e meio DMEM livre
de soro fetal bovino (SFB), durante 48 horas. Em seguida o meio de cultura foi
descartado e o tapete celular foi fixado com solucdo fixadora (Glutaraldeido 2,0%;
paraformaldeido 2% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4) a TA, durante
cerca de 2 horas. Apés este periodo, as amostras fixadas foram raspadas da garrafa
e transferidas para tubos eppendorf, centrifugadas a 4.000 RPM por 5 minutos,
descartado o sobrenadante e, em seguida lavadas (3x) com tampao cacodilato de
sodio 0,1M em intervalos de 5 minutos para cada centrifugagao (lavagem), também
a 4.000 RPM. O material foi entdo desidratado a TA em banhos (1x) com acetona
nas concentragbes 30, 50, 70 e 90%, em intervalos de 10 minutos para cada
concentracéo e, 3 banhos com acetona 100% também em intervalos de 10 minutos.
Apés a desidratacdo, o material passou pela etapa de substituicdo em acetona
100% + resina Epoxi (1:1, v/v) durante 24 horas, para em seguida ser incluido em
resina Epoxi 100% (Polybed).

Os cortes histolégicos foram feitos em ultramicrétomo Leica (Alemanha) com
navalha de diamante, colhidos em “grid” de cobre e, em seguida contrastados pelo
citrato de chumbo e acetato de uranila. O material foi entdo analisado e
documentado em microscépio eletrbnico de transmissdo da marca Zeiss, no
Laboratério de Microscopia Eletrénica do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz,
CPgGM / Fiocruz, Salvador - Bahia.

3. Analise estatistica dos resultados

Cada variavel experimental foi analisada em quadruplicada e em trés
experimentos independentes e os resultados expressos pela média + desvio padréo.
Nos casos em que 0S grupos apresentaram distribuicdo normal a analise dos
resultados foi feita usando o teste ANOVA One Way seguido do teste Student-
Newmann-Keuls. Valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente

significantes.

4. RESULTADOS
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4.1. Efeito citotéxico dos flavonoéides sobre as células GL-15

A citotoxidade dos flavondides sobre as células GL-15 foi determinada através
do ensaio do MTT que determina a citotoxidade através da medida da funcédo das
desidrogenases mitocondriais. Quando comparado ao controle (DMSO 0,1%) foi
observado que os flavondides F12 (kaempferol), F7 (quercetina) e rutina na
concentragao testada de 50 pyM, ndo revelaram toxicidade para células GL-15 apos
48 horas de tratamento. Por outro lado, os flavonoides F11 (crisina), F2 (apigenina) e
F32 (3’,4’-dihidroxiflavona) mostraram significativa citotoxidade (p<0.05) para as
células GL-15 (Fig. 1).

4.2. Efeito dos flavonodides sobre a viabilidade das células GL-15

O efeito dos flavonoides na viabilidade de células de glioblastoma humano da
linhagem GL-15, ap6s 48 horas de tratamento, foi investigado através da coloracéao
com o corante azul de tripan (Fig. 2). Neste ensaio de viabilidade, mostrou-se que
houve uma reducao significativa (p<0.05) no numero de células viaveis da linhagem
GL-15, apos 48 horas de exposicdo a uma concentracdo de 50uM para 0s
tratamentos com os flavondides crisina (F11); 3’,4’-dihidroxiflavona (F2); apigenina
(F32); kaempferol (F12) e rutina.

4.3. Efeito dos flavondides na morfologia e estrutura de células GL-15

Alteracbes morfologicas e estruturais provocados nas células GL-15, apos
tratamento com os flavondides, foram analisadas em microscopia por contraste de
fase assim como por imunocitoquimica para a proteina acida glial fibrilar GFAP,
buscando desvendar o potencial morfogénico destes compostos. As células GL-15
em condi¢cbes de controle (DMSO 0,1%) formam uma monocamada de células de
fendtipo bipolar, com volume do corpo celular pouco aumentado e células de
tamanhos variados. No entanto, os flavondides avaliados mostraram ser

morfogénicos em células GL-15. Notou-se que as células tratadas apresentaram-se
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mais alongadas, emitindo finos processos citoplasmaticos com evidente retracdo
citoplasmatica (Fig. 3A — setas escuras). Uma diminui¢do na celularidade foi também
evidenciada apds tratamento com os flavondides, especialmente com o flavonoide
rutina.

A imunodeteccdo para GFAP demonstrou uma marcagao heterogénea da
proteina, restrita a uma pequena populacao de células GL-15 em condi¢Bes controle
(DMSO 0,1%). Nas culturas tratadas com os flavonéides foi possivel observar
algumas células marcadas para GFAP, destacando os tratamentos com apigenina,
guercetina e rutina, nos quais a distribuicdo da marcacao foi bem evidente em toda a
extensdo dos finos prolongamentos citoplasmaticos emitidos por células GL-15 (Fig.
3B).

A microscopia eletrénica de varredura das células GL-15 na condicao controle
(DMSO 0,1%), demonstrou heterogeneidade na forma celular e nos prolongamentos
citoplasmaticos, incluindo a presenca de filopodias extensas (Fig. 4A e 4B). Foram
observadas células apresentado projecdes citoplasmaticas extensas, como ilustrado
na figura 4A. Nestas projecOes, € possivel observar a presenca de numerosas
filopédias na superficie celular. Na figura 4C, os filopddias se concentram na
extremidade da projecdo citoplasmatica da célula. Nas células tratadas com
flavondides, foi evidente a presenca de células bipolares com citoplasma retraido
(Fig. 4D) e finas e longas extensdes citoplasmaticas apresentando heterogeneidade
guanto a presenca de filopodias (Fig. 4E). No tratamento com rutina, por exemplo, foi
posssivel observar células bipolares com aspecto tipo glia-radial, emitindo extensos
prolongamentos citoplasmaticos com escassos filopédios na superficie (Fig. 4F),
guando comparado ao controle (DMSO 0,1%). Aspecto semelhante foi observado

para os demais flavonéides.

4.4. Investigacado do potencial anti-invasao de flavondéides

Visando determinar o potencial anti-invasivo de flavonodides em células de
glioblastoma, inicialmente buscamos determinar a migracao de células em ensaios
de simples lesdo em monocamadas de células GL-15. Observamos que o0s
flavonéides induziram um retardo na migracdo de células GL-15 para a zona de

lesdo, principalmente durante as primeiras 12 horas apds tratamento (Fig. 5),
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qgquando comparado a condicdo controle (DMSO 0,1%). Percebeu-se também um
acumulo de células aparentemente se desprendendo do tapete celular apés

tratamento com o flavondide rutina.

Para determinar o potencial anti-invasivo dos flavondides usados, realizamos
também andlise da expressdo de componentes de MEC, bem como a expresséo e
atividade de MMPs. A imunomarcagdo para as proteinas da MEC, laminina e
fibronectina, foi realizada no meio extracelular e no compartimento citoplasmatico.
Em condi¢des controle, as células GL-15 expressaram fracamente fibronectina e
laminina, tanto a nivel extracelular quanto a nivel intracelular (Fig. 6 e 7,
respectivamente). Apds tratamento com os flavondides, foi observado um aumento
na marcagédo de fibronectina extracelular, a qual foi bem mais evidente nas culturas
tratadas com F32 (apigenina) (Fig. 6). Este aumento da expressao de fibronectina
induzido pelos flavondides foi também evidenciado através de marcacao da proteina
nos compartimentos intra e extracelular (Fig. 7), indicando que todos os flavondides
testados induziram uma regulacdo positiva na sintese de fibronectina. Quanto a
laminina, ndo foi evidenciado marcacdo no controle (DMSO 0,1%) e nem nos
tratamentos. No entanto, a analise da expressédo da laminina apdés fixacao revelou
gue os flavonéides induziram a sintese da proteina, evidenciada especialmente na
regido perinuclear (Fig. 7). A expressao das proteinas de MEC foram também
avaliadas através da técnica do western blot. Em condi¢cdes controle foi observada
uma fraca expressao de fibronectina, a qual foi induzida nas culturas tratadas com
os flavonoides F12, F32 e especialmente com a rutina. A expressao de laminina
através desta técnica somente foi evidenciada nas culturas tratadas com rutina (Fig.
8).

As MMPs sdo expressas e secretadas como precurssores inativos que séo
ativados pela remocao de um pro-peptidio N-terminal. As formas latente e ativa das
enzimas podem ser diferenciadas em funcdo de seus pesos moleculares (PM). A
expressdo de MMP-2 foi avaliada através de western blot e imunocitoquimica. A
expressdo de MMP-2 (Fig. 9) foi claramente evidenciada em culturas em condicéo
controle (DMSO a 0,1%). Por outro lado, as culturas de células tratadas com 3’,4’-
dihidroxiflavona (F2) mostraram uma fraca marcacao, a qual foi pouco evidente para

os demais tratamentos. A andlise da expressdo MMPs através western blot também
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revelou uma reducdo na expressdao de MMP2 (63kDa), em menor nivel apés
tratamento com F2, corroborando com os achados da analise imunocitoquimica (Fig.
10).

A avaliacdo da atividade das gelatinases através da zimografia revelou uma
reducdo na atividade das metaloproteinases, ap0s 24 horas de tratamento com 0s
flavonoides testados. Entretanto, as células tratadas com os flavondides 3’,4’-
dihidroxiflavona, crisina, kaempferol e quercetina, apresentaram uma reducao mais

expressiva das gelatinases (Fig. 11).

Para estudar se os flavondides testados aqui exibiam algum efeito na
regulacdo da comunicacao intercelular, outro fator associado a migracdo e invasao
de células tumorais, investigamos a expressao da proteina conexina 43 (CX43),
presente em juncbes comunicantes de importantes grupos celulares cerebrais. Foi
observada uma evidente marcacdo para CX43 em todos os tratamentos e na
condicdo controle (DMSO a 0,1%). A marcagdo mostrou-se bem distribuida nos
prolongamentos citoplasmaticos das células GL-15, principalmente nas
extremidades destes prolongamentos (Fig. 12). Uma reducéo na expressao de CX43

somente pode ser percebida nas culturas tratadas com rutina.

4 5. Efeito dos flavonodides na ultraestrutura de células GL-15

A andlise de imagens obtidas a partir de microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) mostrou que em condicfes controle (Fig. 13-1), as células GL-15
apresentavam um citoplasma denso, com nucleos de tamanhos e formas variados e
nucléolos proeminentes (Fig.13-1A), com citoplasma apresentando extensdes tipo
filopédias (Fig.13-1B). As mitocOndrias visualizadas apresentavam formas e
tamanhos variados, as vezes com aspecto intumescido e desarranjos nas cristas
(Fig.13-1D). O reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi apresentavam-se sem
alteracdes visiveis (Fig.13-1B, 1C e 1D). As células tratadas com os flavondides
apresentaram algumas alteracdes ultraestruturais visiveis, como dilatacdo das
cisternas do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig.13-2A, 2B

e 2C), nucleos com aspecto retraido e condensacédo do material cromatinico (Fig.13-
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2A). Observou-se também mitocondrias eletrodensas com tamanho e forma
variados, algumas delas apresentando cristas com aspecto desarranjado (tipo
cristolise) (Fig.13-2D), a presenca de inUmeras lamelas concéntricas tipo figuras de
mielina, estruturas vacuolares no citoplasma (Fig.13-2C), e estruturas na periferia da
membrana plasmatica semelhantes a blebs (brotamento).

5. DISCUSSAO

Em nossos estudos sobre o potencial atitumoral da rutina (SANTOS, et al.,
2011), evidenciamos que este flavondide inibiu a proliferacdo e a viabilidade de
forma dose-dependente de células de glioblastoma da linhagem GL-15, assim como
induziu a apoptose, quando tratadas em concentracdes de 10 a 100 pM. A linhagem
celular GL-15, estabelecida por Bocchini e cols (1991), corresponde a células de
glioblastoma multiforme humano altamente proliferativo. Dando continuidade a
avaliacdo do potencial antitumoral de flavondéides, no presente estudo investigamos
as propriedades antitumorais de flavondides polihidroxilados (3’,4’-dihidroxiflavona,
guercetina, crisina, kaempferol, apigenina e rutina), extraidos de plantas do semi-
arido do nordeste brasileiro, em termos de citotoxidade, viabilidade, alteracdes
morfoldgicas, ultraestruturais e migracao celular, em cultura de células de glioma

humano.

Investigamos através do teste do MTT, se os flavondides em estudo
interferem na funcdo mitocondrial das células de glioblastoma da linhagem GL-15.
Através desta técnica demonstramos que dentre os flavondides testados, na
concentracdo de 50 uM, 3’,4’-dihidroxiflavona, apigenina e crisina reduzem a funcéo
mitocondrial das células tumorais (Fig. 1). Por outro lado, observamos que 0s
flavondides kaempferol, rutina e quercetina, ndo apresentaram efeito significativo no
metabolismo das células GL-15. Estes achados mostram que os flavondides
testados sdo capazes de alterar o metabolismo celular das células de glioblastoma
da linhagem GL-15.

O efeito dos flavondides na viabilidade e proliferacdo em células de glioma
(GL-15) foi estudado apdés um periodo de 48 horas de tratamento. A proliferacdo das

células GL-15 foi significativamente reduzida quando as células foram tratadas com
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os flavonoides crisina; 3',4’-dihidroxiflavona; apigenina; kaempferol e rutina (Fig. 2).
Dentre os flavondides estudados, destacamos os flavonoides 3’,4’-dihidroxiflavona e
rutina, por terem reduzido de forma mais expressiva o numero de células viaveis.
Por um lado, o flavonodide 3’,4’-dihidroxiflavona mostrou-se mais citotoxico, reduzindo
significativamente o namero de células viaveis. Por outro lado, o flavondide rutina,
apesar de nao ter demonstrado citotoxidade significativa, também reduziu o nimero
de células viaveis, apos 48 horas de tratamento.

Muitos trabalhos tém mostrado que flavondides interferem na atividade
metabdlica de tumores. Scheck et al. (2006), demonstraram em sua pesquisa com o
extrato total de Scutelaria baicalenses, que flavondides presentes neste extrato
inibiram de forma dose dependente a viabilidade celular em linhagem de
glioblastoma multiforme humano, assim como inibiram também o crescimento e
induziram apoptose, apontando os flavondides deste extrato como adjuvantes
promissores no tratamento de gliomas malignos. Branganhol et al., (2006)
mostraram que o flavonoide quercetina inibiu a proliferacdo celular em glioblastoma
multiforme da linhagem U138MG, causando inibicdo da viabilidade celular, inducéo

de apoptose e parada do ciclo celular na fase G2.

Dentre os flavondides utilizados neste estudo, algumas propriedades
antitumorais dos flavondides rutina, quercetina e apigenina tém sido estudadas.
Cardenas et al., (2006), divulgaram em pesquisa in vitro que o flavondide apigenina
inibiu a proliferacéo e viabilidade de células de cancer de mama, melanoma, colo
uterino e adenocarcinoma. Yang et al., (2000), em estudo realizado in vivo com ratos
induzidos a desenvolverem displasia intestinal, observaram que apos tratamento
com dieta rica em rutina e quercetina, houve um aumento no indice de células em
apoptose, indicando um possivel efeito inibitério na carcinogénese do coélon.
Nguyen et al. (2004), observaram que quercetina apresentou um efeito anti-
proliferativo e apoptético em células de cancer de pulméo da linhagem A549, com a
apoptose associada a ativacao da via MEK-ERK. Por outro lado, outros estudos tém
demonstrado que a inibicdo da proliferacdo e a apoptose em células tumorais
tratadas com flavonoides estdo associadas a uma reducdo da ativacao de ERK.
Jeong et al. (2009), mostraram que gliomas tratados com flavondide kaempferol
apresentavam inibicdo no crescimento por conta e um efeito apoptético devido a

diminuicdo da ativacédo de ERK. Santos et al. (2011) mostraram o mesmo efeito em
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células de glioblastoma da linhagem GL-15, tratadas com o flavondide rutina. Assim,
observamos que classes diferentes de flavondides apresentam efeitos similares,
com relagdo ao crescimento e morte celular. Isto vem a reforgar o conhecimento
sobre o potencial de flavonéides em regular o crescimento e morte celular, mesmo
gue por mecanismos de sinalizacdo diferentes. A este fato, enfatizamos a
importdncia de mais estudos de caracterizacdo do efeito de flavonoides nos
mecanismos e vias sinalizadoras envolvidas na proliferagdo dos tumores, em
especial dos glioblastomas multiformes humano.

A capacidade dos flavondides avaliados em induzirem mudancas na
morfologia de células da linhagem GL-15 foi avaliada pela microscopia de contraste
de fase, imunocitoquimica para GFAP e microscopia eletrbnica de varredura.
Observamos que todos os flavonodides aqui estudados induziram modificacdes
morfolégicas apds 48 h de tratamento na concentragcéo de 50 uM. As células GL-15
apresentaram, quando expostas aos flavondides 3’,4’-dihidroxiflavona, crisina,
kaempferol, apigenina, quercetina e rutina, contracao do corpo celular e aquisicéo de
um fenotipo bipolar com emissdo de finos prolongamentos citoplasmaticos,
caracteristicos de diferenciacdo astroglial. Estas modificacbes morfolégicas nas
células GL-15 foram evidenciadas também através da microscopia eletrénica de
varredura, onde pudemos observar com mais detalhes as mudancas morfoldgicas
induzidas pelos flavonodides. Na imunomarcacdo da proteina GFAP, observamos
uma expressao heterogénea nas ceélulas GL-15, sendo que a expressao foi melhor
evidenciada em células que apresentaram uma morfologia mais fusiforme. A GFAP é
uma importante proteina dos filamentos intermediarios de astrocitos, sendo
considerada uma proteina marcadora especifica destas células. Alguns trabalhos
tém relatado que o aumento na expressdo de GFAP esta associado a uma
diferenciacdo de gliomas malignos (SANTOS, et al.,, 2011; RUTKA, et al., 1994;
RUTKA, et al., 1996). Isto sugere que gliomas tratados com flavonoides estariam
assumindo caracteristicas estruturais semelhantes ao de células astrociticas. A
analise imunocitoquimica, realizada por Bocchini e colaboradores (1993) com células
GL-15, revelou que estas células expressam constitutivamente e de forma
homogénea a proteina vimentina, e de forma heterogénea a proteina GFAP. Estes
mesmos autores mostraram uma expressao densidade dependente para GFAP em
células GL-15. Os nossos resultados demonstraram que os flavondides avaliados

foram capazes de induzir alteracdes fenotipicas nas células gliomatosas da linhagem
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GL-15, alteragbes estas que sugerem um potencial morfogénico que pode ser
investigado através de marcadores das diferentes populacdes de células do SNC.

Para migrar, as células precisam adquirir caracteristicamente uma morfologia
polarizada em resposta a varios sinais extracelulares, com formacéo de extensdes
citoplasmaticas tipo lamelipddia e filopddia que sdo orquestradas pelos filamentos de
actina. Na extremidade dos lamelipddias, as células formam adesdes que conectam
a matriz extracelular ao citoesqueleto de actina, permitindo a ancoragem das
extensfes citoplasméaticas e consequentemente facilitar o arraste do corpo celular
(LE CLAINCHE and CARLIER, 2008). Em células tumorais e em células
transformadas, as metaloproteases (MMPSs) associados ao lamelipédios medeiam a
protedlise dos constituintes de MEC, incluindo fibronectina, laminina e colageno,
contribuindo desta forma no processo de migracao e invaséo celular (SMALL, et al.,
2008). Trabalhos recentes tém sugerido que as MMPs tém um papel central na
fisiopatologia dos tumores cerebrais e, a expressdo destas enzimas parece estar
fortemente associada com a agressividade do tumor (WANG et al., 2010; SHEN
HUNG et al., 2010).

A invasdo de gliomas € um processo que ocorre em varias etapas, em que
tumor ao separar-se da lesdo primaria, estabelece novos contatos com células
vizinhas e com a matriz extracelular (MEC), degradando e remodelando a MEC, para
poder dispersar-se nos tecidos normais do cérebro (STYLLI, KAYE e LOCK, 2008).
Em nosso estudo, investigamos o efeito anti-migratério e anti-invasivo dos
flavondides em células GL-15, através do ensaio de simples lesdo em monocamada
celular, da analise de expresséao e atividade das metaloproteases MMP-2 e MMP-9 e
da expressao de componentes de MEC (laminina e fibronectina), bem como o efeito
dos flavonoides estudados na regulacéo da expressédo de conexina 43, proteina esta
gue tém sido associada a capacidade migratéria e invasiva de tumores. Analisamos
também, através de microscopia eletrénica de transmissdo e de varredura, o efeito
dos flavondéides quanto a mudancas induzidas na formacdo de extensdes tipo
filopddias e lamelipddias, estruturas estas também associadas ao carater invasivo de

tumores.
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Nossos resultados mostraram que todos os flavonoides avaliados diminuiram
a atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9, quando analisados pelo ensaio
zimogréfico, com destaque para os flavonéides 3',4’-dihidroxiflavona e kaempferol.
Mostramos também que os flavonoéides reduziram a expressédo de MMP-2 ativa, com
destaque para quercetina, kaempferol e rutina, que inibiram significativamente a
expressdo de MMP-2 ativa. Foi mostrado também que as células GL-15 sdo muito
ageis na sua capacidade de migracdo, e que as células tratadas com flavonoides
polihidroxilados apresentaram retardo na atividade migratoria. Quanto a expressao
de conexina 43 (CX43), observamos uma evidente marcacdo, com distribuicdo
concentrada nos finos prolongamentos celulares emitidos pelas células GL-15. Peffil
de distribuicdo semelhante foi observado na condi¢cdo controle. Por outro lado, esta
marcacao foi menos evidente quando as células foram tratadas com rutina. Estes
achados sugerem que os flavonoides avaliados apresentam um efeito anti-invasivo e
anti-migratorio em células da linhagem GL-15, no que diz respeito ao potencial
destes compostos em regular a expressao e atividade de MMPs e regular a
expressao de CX-43.

Alguns trabalhos tém avaliado a importancia de jun¢cdes comunicantes na
migracdo e invasdo de gliomas. LIN, et al., (2002), mostraram que a inibicdo de
CX43 com anicorpos especificos, estava associado a uma diminuicdo na agregacao
de astrocitos e de gliomas malignos da linhagem C6, e a consequiente capacidade
invasiva destes gliomas. De outra forma, ZHANG, et al., (2003), observaram in vitro,
gue células de glioma C6 transfectadas com CX43 expressavam altos niveis de
MMP, contribuindo para o carater invasivo desta linhagem, principalmente quando

estas células foram co-cultivadas com astrocitos.

A acdo de diversos flavonodides na regulacdo da migracdo e invasao de
gliomas, também tem sido amplamente avaliada. WANG et al., (2010) mostraram
gue o flavondide baicaleina inibiu a expressédo e a secrecdo das metaloproteases
MMP-2 e MMP-9, bem como suprimiu a adesdo ao substrato de fibronectina e a
migracdo em células de carcinomas de cérebro humano da linhagem MDA-MB-231.
SHEN HUNG et al., (2010), avaliando o efeito antitumoral do flavondide acacetina
em células de cancer de prostata D-145, também mostraram que o flavondide

poderia inibir a abilidade de migracdo e invasdo destas células pela reducdo da
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expressdo de MMP-2 e MMP-9, que estava associada a inibicdo de fosforilacdo da
proteina p38 MAPK. Em outro trabalho, realizado por LIN et al., (2008), foi mostrado
que o flavondide quercetina apresentava um efeito inibidor para a metaloprotease
MMP-9 em células de carcinoma cerebral humano da linhagem MCF-7. Estes
autores observaram ainda que este efeito estava associado com a atividade
antioxidante da quercetina, sendo esta atividade atribuida aos grupos hidroxilas
(OH), localizados em ambos os carbonos C3’ e C4’, e que um grupo OH adicional,
localizado em um dos carbonos C3, C5 ou C7, potencializava o efeito inibidor na
expressdo de MMP-9 e consequlente inibicdo do potencial invasivo de células MCF-
7. Em nosso estudo, além da quercetina (3,3',4',5,6-Pentahydroxyflavone) avaliada,
os flavondides 3’,4’-dihidroxiflavona, kaempferol, apigenina e rutina também
apresentam grupos hidroxilas nos cabonos C3’ ou C4’, com excec¢ao da crisina, que
apresenta grupos OH nos carbonos C5 e C7. A rutina, além de apresentar grupos
OH em ambos os carbonos C3’ e C4’, apresenta também grupos hidroxilas nos
carbonos C3 e C5. Os flavondides que apresentaram grupo OH no carbono C3’ ou
no carbono C4’ ou em ambos, regularam positivamente a expressédo de GFAP, e
apresentaram efeito regulador na atividade e expressdo de MMPs, na expressao de
CX-43, bem como no retardo da migracdo celular. Os flavondides kaempferol e
apigenina, apesar de apresentar OH apenas em um dos carbonos C3’ ou C4’,
mostrou em células GL-15, um expressivo efeito na inibicdo da expressdo de MMP-2
e no retardo da migracéo celular. Desta forma, nossos resultados corroboram com

dados observados em outros estudos com linhagens diferentes de tumores.

A proteina laminina, corresponde a uma familia de glicoproteinas envolvidas
na manutencdo da integridade da arquitetura de membranas basais em diversos
tecidos. Este grupo de glicoproteinas participa na formacéo da estrutura da matriz
extracelular (MEC), e interagem com diferentes tipos de células normais ou
patolégicas, influenciando sua proliferacéo, diferenciacdo, adesdo e migracao, dai
sua importancia na regulacdo da migracdo celular, principalmente em células
neoplasicas. A presenca de algumas classes de receptores para laminina na
membrana da célula sédo cruciais nesta regulacdo. Um importante grupo de
receptores para laminina sdo as integrinas, que reconhece e liga-se a um sitio
especifico em uma das cadeias a,  ou y de lamininas, desencadeando uma série de
efeitos celulares (TZU, J. and MARINKOVICH, M.P., 2008). Outra proteina que
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também esti associada a adesdo da célula a MEC, séo as fibronectinas. Alguns
trabalhos tém mostrado uma forte marcacdo para as proteinas de MEC, com
destaque para laminina e fibronectina, em linhagens celulares de glioblastoma in
vitro e in vivo, sugerindo que a expressao de componentes de MEC por estas células
estariam envolvidos na regulagéo da invaséo e migragéo de tumores (CHINTALA et
al., 1996). PLANCHENAULT et al. (2001), por exemplo, mostraram que células de
gliomas da linhagem 8MG e 42MG apresentavam imunoreatividade intracelular e
extracelular para fibronectina, enquanto que nas células da linhagem GL-15, a
imunoreatividade intracelular era mais pontual para fibronectina, localizada na area
perinuclear em um numero restrito destas células, ndo observando imunoreatividade
no meio extracelular. Neste mesmo trabalho, os autores mostraram uma marcacgao
pontual para laminina intracelular nas trés linagens celulares. Em nosso trabalho,
observamos discreta distribuicdo de laminina no meio extracelular das células GL-15
e uma expressao citoplasmatica mais evidente, principalmente nas células tratadas
com 3’,4’-dihidroxiflavona e apigenina. Foi mostrado também marcagédo para
fibronectina no meio extracelular, com destaque para os tratamentos 3’,4'-
dihidroxiflavona, quercetina e apigenina, enquanto que no citoplasma, a marcacao
foi fortemente distribuida em todos os tratamentos com flavondides. A discreta
distribuicdo de Ilaminina e a marcacdo para fibronectina observadas no
compartimento extracelular, podem estar associadas a uma atividade anti-migracéo
exercida pelos flavonodides. A marcacao citoplasmatica observada para laminina e
fibronectina € sugestiva de regulacdo por parte dos flavonéides, no mecanismo de
migracéo e adesédo de células tumorais. Células de glioma expressam fibronectina e
laminina, liberado estas moléculas na MEC, entretanto, gliomas com grau mais
invasivo, como é o caso da linhagem GL-15, expressam menos fibronectina quando
comparados a gliomas de grau menos invasivo (PLANCHENAULT et al, 2001). A
presenca de elevados niveis de fibronectina na MEC de gliomas menos invasivos
tém sido associados a interacdes célula-célula entre tumor e célula hospedeira,
contribuindo na proliferagcdo e migracao celulares (PLANCHENAULT et al, 2001;
ROSAVIO et al, 1996). Apesar da laminina compor a membrana basal e contribuir
para ancoragem celular, principalmente através da formacédo de hemidesmossomas,
a ligacao sitio especifica da laminina com moléculas de integrina e 0 processamento
de cadeias de laminina por enzimas especificas tais como MMP2, MT1MMP,

plasmina e BMP1, podem desencadear outras respostas celulares, como a inducéo
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da migragao e invasao de tumores (TZU & MARINKOVICH 2008). Estudos tém
mostrado, por exemplo, que o processamento da cadeia a5 da laminina 511 esta
associado ao decréscimo da agregagdo e aumento no potencial migratério em
cancer de prostata (BAIR et al.,, 2005). Em outro trabalho, foi observado que o
processamento da cadeia B3 da laminina 332 facilitava a migragado de células do
cancer de colon e prostata (UDAYAKUMAR et al, 2003; REMY et al, 2006). Desta
forma, apesar de termos observado um aumento na expressao citoplasmatica de
fibronectina e laminina em uma linhagem celular altamente invasiva (GL-15), é
importante ainda, avaliar quais os mecanismos celulares de sinalizacéo e regulagéo

estariam envolvidos na expresséao destas proteinas de MEC nas células GL-15.

A andlise por microscopia eletrénica de transmissdo mostrou que as células
nao tratadas com flavondides apresentavam RER e aparelho de Golgi preservados,
heterogeneidade na morfologia nuclear com nucléolos evidentes, estruturas tipo
filopodias e mitocondrias intumescidas e eletrolucentes. Por outro lado, as células
tratadas com flavondides polihidroxilados mostraram evidéncias de alteracdes
ultraestruturais, indicativas de um possivel efeito apoptotico causado pelos
flavondides estudados neste trabalho. Dentre estas alteracbes, observamos
expressiva dilatacdo no RER e complexo de Golgi, nucleos retraidos e mitocondrias
mais eletrodensas de tamanhos variados, com algumas mostrando desarranjo na
estrutura das cristas e presenca de figuras de mielina. RUTKA et al., (1986),
mostraram inicialmente, em um estudo de caracterizacdo de uma linhagem de
células de gliosarcoma humano (SF-539 BT), que as células deste tumor
apresentavam extensdes citoplasmaticas semelhante a filopddias, nucleo central
com nucléolo proeminente e RER e aparelho de Golgi proeminentes. ALONSO et al.
(2003), observaram em células de glioma da linhagem A-172, a presenca de
morfologia irregular, com ndcleos volumosos e irregulares, projecdes microvilosas na
superficie da célula, mitocéndrias e RER preservados. Por outro lado, estes mesmos
autores observaram que algumas células de glioma ao serem tratadas com
flavopiridol (uma flavona sintética), mostraram condensacdo do material cromatinico
com nucleos colapsados e fragmentados, vacuolizacdo no citoplasma como
posssiveis dilatacbes do reticulo endoplasmatico e mitocondrias sem alteracdes
ultraestruturais visiveis, como possivel atividade apoptética induzida pela flavona.

Em analises ultraestruturais, a presenca de mitocdndrias intumescidas com
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desarranjos nas cristas e cristolise parcial ou total, s&o achados comuns em células
de glioma (MORILLO et al., 2010). Em nosso trabalho, observamos em células GL-
15 ndo tratadas com flavondides a presenca de mitocondrias esféricas, intumescidas
e eletrolucentes, entretanto, ndo visualizamos cristélise evidente. Por outro lado, as
células tratadas com alguns flavondides mostraram a presenca de mitocondrias
eletrodensas, de tamanhos variados e algumas apresentando cristas desarranjadas
com aspecto de cristdlise. Uma vez que as enzimas envolvidas na fosforilacdo
oxidativa estdo localizadas na membrana interna mitocondrial, a area de superficie
da mitocondria e 0o numero de cristas sdo geralmente associados ao grau de
atividade metabdlica exibida pela célula (MODICA-NAPOLITANO & SINGH, 2002).
Desta forma, alteragdes envolvendo o tamanho mitocondrial bem como a integridade
de suas cristas poderao repercurtir em alteragdes no metabolismo celular. Segundo
MORILLO et al. (2010), em células de astrocitomas, por exemplo, a presenca de
mitocondrias integras e eletrodensas podem produzir energia por fosforilacdo
oxidativa, enquanto que mitocOndrias eletrolucentes que apresentam
desorganizacdo das cristas e cristolise parcial ou total, sdo incapazes de gerar
energia por fosforilacdo oxidativa. Em nossos achados, observamos que nos
tratamentos com quercetina e kaempferol, as mitocondrias mostravam aspecto mais
eletrodenso. Os dados do MTT para estes mesmos flavondides mostraram
percentuais elevados, se comparado aos demais flavondides. Estes dados nos
permitem sugerir um possivel efeito de quercetina e kaempferol no aumento da
atividade metabdlica de células da linhagem GL-15, ainda que sua viabilidade esteja
comprometida. A presenca de lamelas concéntricas, tipo figuras de mielina e
estruturas na periferia da membrana plasmatica semelhantes a blebs, também foram
visualizadas nas células tratadas com estes e demais flavonoides. Segundo ADRAIN
& MARTIN (2001), a presenca de blebs na membrana plasmatica, bem como a
retracao celular, a compactacdo da cromatina e a formacdo de corpos apoptoticos
sdo caracteristicas fenotipicas de células que morrem por apoptose, sob regulacéo
das cisteina-proteases (caspazes). PAVON et al. (2010), em estudo ultraestrutural
feito com células de glioma, relataram também que a intensa vacuolizacao
citoplasmatica, a desintegracdo da membrana plasmatica e a presenca de figuras de

mielina, sdo indicadores ultraestruturais sugestivos de morte celular.
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O microambiente tumoral possui em sua constituicdo inUmeras moléculas da
matriz extracelular. Para migrar, as células de glioma precisam modificar a sua forma
e interagir com o microambinte. A atividade dos filamentos de actina na membrana
plasmatica gera estruturas conhecidas como lamelipédias e protrusées digitiformes
conhecidas como filopddias, que sdo considerados processos essenciais na
migracdo celular, principalmente de tumores. Os filopddias funcionam como
sensores do microambiente externo, e como extensdes da membrana plasmatica
gue irdo realizar o contato inicial com a matriz extracelular (CLAINCHE & CARLIER,
2008; HWANG, SMITH, SALHIA & RUTKA, 2008). Observamos em nosso trabalho,
através de microscopia eletronica de varredura, que flavondides polihidroxilados
reduziam notadamente o numero de filopddias na superficie das extensdes
citoplasmaticas emitidas pelas células GL-15. Em concordancia com estes
resultados, observamos também pelo ensaio de migracdo, um evidente retardo na
migracao destas células, durante as primeiras 12 horas de tratamento. Estes dados
nos levam a sugerir um importante efeito anti-migratorio e anti-invasivo destes
flavondides, em células de glioma da linhagem GL-15. Este é um achado importante,
com relacdo aos flavondides estudados, levando em consideracdo que o potencial
invasivo dos gliomas € uma das caracteristicas que contribuem para a ineficacia dos
tratamentos convencionais. Alguns trabalhos tém mostrado in vitro, que a reducao
no namero de filopddias e alteracbes em lamelipddias, em células de gliomas
invasivos, estdo associados a diminuicdo da capacidade migratdria e invasiva do
tumor (HWANG, SMITH, SALHIA & RUTKA, 2008; CORREA et al, 2010; LEE, et al.,
2006). Em estudo com células de hepatoma humano, foi mostrado, por exemplo, o
potencial do flavondide luteolina (3',4°,5’,7’-tetrahidroxiflavona) em inibir a formacéo
de lamelipodias e filopddias, com consequente reducdo do potencial migratorio e
invasivo das células (LEE, et al., 2006). E nosso estudo, observamos que dentre 0s
flavondides estudados, o 3'4’-dihidroxiflavona e o kaempferol (3,4',5,7-
tetrahidroxiflavone) mostraram uma expressiva reducéo de filopddias na superficie
celular. Isto nos leva a sugerir, mais uma vez, uma possivel associacdo da presenca
de grupos hidroxilas nos carbonos C3’ e C4’ com o efeito antitumoral de flavondides
polihidroxilados. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar de

forma mais especifica, 0s mecanismos moleculares envolvidos neste processo.
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Em conclusédo, nossos resultados mostraram que flavonéides polihidroxilados,
apresentaram capacidade de induzir diferenciacéo e inibir a atividade migratoria e
invasiva em culturas de células de glioblastoma multiforme humano, bem como
induzirem modificagOes ultraestruturais indicativas de morte por apoptose Estes
resultados sugerem que estes compostos fendlicos podem ser considerados
possiveis candidatos como adjuvantes para o tratamento de gliomas malignos,
entretanto, mais estudos sao necessarios para melhor compreender a acao destes

flavonoides nos mecanismos envolvidos com a invasividade de gliomas.
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3',4'-diidroxiflavona

F32
Apigenina
4',5,7-trihidroxiflavona
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3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona
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3- ramnoglicosideo de 3,3',4',5,6-
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Quadro 1- Flavonoides testados em culturas de células de glioblastoma da linhagem

GL-15. (Fonte dos modelos estruturais:

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary)
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Figura 1- Andlise da citotoxidade dos flavonéides em células GL-15 pelo teste
do MTT. As células GL-15 foram tratadas com o veiculo de diluicdo das drogas
(DMSO 0,1%) ou com flavonéides F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3',4'-
dihidroxiflavona), F32 (4’,5,7-trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7
(3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3'4'5,6-
pentahidroxiflavona) na concentracédo de 50 uM e a viabilidade celular avaliada apés
48 h do tratamento. Resultados expressos como a média do percentual + desvio
padrdao em relacdo ao controle, considerado 100%. (*) estatisticamente diferentes;
significancia p<0.05.
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Figura 2- Efeito de flavondides polihidroxilados na viabilidade de células GL-15
pela coloracdo com azul de Tripan. As células GL-15 foram tratadas com o veiculo
de diluicao das drogas (DMSO 0,1%) ou com flavondides F11 (5,7-dihidroxiflavona),
F2  (3'4’-dihidroxiflavona), F32  (4’,5,7-trihidroxiflavona), F12  (3,4',5,7-
tetrahidroxiflavone), F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo
da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) na concentracdo de 50 uM e a viabilidade celular
avaliada apos 48 h do tratamento. Resultados expressos como a média do niumero
de células viaveis e nao viaveis em relacdo ao controle (DMSO 0,1%). (*)

estatisticamente diferentes; significancia p<0.05.
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Figura 3- Andlise por microscopia em contraste de fase e imunomarcacéao para
a proteina GFAP em células da linhagem GL-15. As células GL-15 foram tratadas
com o DMSO a 0,1% ou com flavonoides na concentracdo de 50 uM, por 48h. A-
Microscopia em contraste de fase das células GL-15 tratadas com flavondides. B-
Imunomarcacdo para a proteina GFAP em células GL-15. Fixacdo antes da

marcacdo. As células apresentam marcacdo intracelular e extracelular. Marcacéao
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vermelha (Evans Blue -10mg/mL — Fluka): citoplasma; marcacdo verde: GFAP e
marcacdo azul (DAPI - 5ug/ml): nucleo. DMSO: dimetilsulféxido 0,1%; F2 (3',4'-
dihidroxiflavona), F11 (5,7-dihidroxiflavona); F32 (4°,5,7-trihidroxiflavona), F12
(3,4',5,7-tetranidroxiflavone); F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-
ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona). Objetiva 20 x 0.70.
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Figura 4- Anélsie por microscopia eletrbnica de varredura de células da
linhagem GL-15. As células GL-15 foram tratadas com o DMSO a 0,1% ou com
flavondides na concentracdo de 50 uM, por 48h. Células na condicdo controle (Fig.
A, B e C). Células tratadas (Fig. D, E e F). A: células apresentando heterogeneidade
morfoldgica (seta pequena), com emissao de longos prolongamentos citoplasmaticos
com filopodias presentes (seta fina branca). B: células apresentando aspecto
fusiforme com filopodias distribuido em toda a extensdo do prolongamento (seta

branca). C. Imagem ampliada da Fig. B, destacando filopodias (seta branca) na
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extremidade do prolongamento citoplasmatico. D: células com aspecto fusiforme
(seta fina), e células esféricas (cabeca de seta). E: células com aspecto fusiforme,
apresentando extensas projecdes citoplasmaticas, com reduzido numero de
filopodias (seta fina) e outras com filopodias evidentes (cabeca de seta). F: célula
bipolar, sem evidéncia de filopddias.
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Figura 5- Ensaio de migracdo em monocamada de células GL-15. Imagens
visualizadas em microscopia com contraste de fase. Objetiva 20x. Os tempos
indicados (0, 12 e 48 horas) referem-se a duracdo do tratamento apos a lesdo na
monocamada de células. Grupo controle (DMSO 0,1%). Tratamento com o0s
flavondides a 50uM: F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32
(4°,5,7-trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavona) F7 (3,3',4'5,6-

pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona).
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Laminin
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Figura 6- Imunomarcacéo das proteinas de MEC fibronectina e laminina, expressas a nivel extracelular, em células GL-15.
As células GL-15 foram tratadas com o DMSO a 0,1% ou com flavondides na concentracdo de 50 uM por 48h. Fixacédo realizada
apos marcacgédo. As células apresentam marcagéo extracelular. Marcacdo vermelha: fibronectina ou laminina; marcacao azul (DAPI

- 5ug/ml): nucleo. DMSO: dimetilsulfoxido 0,1%; F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32 (4’,5,7-trihidroxiflavona),
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F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutin (3-ramnoglicosideo da 3,3'4'5,6-
pentahidroxiflavona). Objetiva 20 x 0.70.



Fibronectin

Laminin

Figura 7- Imunomarcacao das proteinas de MEC fibronectina e laminina expressas em células GL-15. As células GL-15
foram tratadas com o DMSO a 0,1% ou com flavondides na concentracdo de 50 pM, por 48h. Fixacdo realizada antes da

marcacdo. As células fixadas mostram marcacdo intracelular e extracelular. Marcacdo vermelha: fibronectina ou laminina,;
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marcacao azul (DAPI - 5ug/ml): ndcleo. DMSO: dimetilsulféxido 0,1%; F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32
(4,5,7-trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutin (3-ramnoglicosideo da
3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona). Objetiva 20 x 0.70.
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Figura 8. Andlise da expresséao de fibronectina (230kD) e laminina (200 kD) em
cultura confluente de células da linhagem GL-15. As células GL-15 foram
tratadas com o DMSO a 0,1% ou com flavondéides na concentracdo de 50 UM, por
48h. A- A amostra protéica (30ug) foi submetida a eletroforese SDS-PAGE (7,5%),
seguida de imunoblotting, usando anticorpo policlonal anti-fibronectina (Sigma,
F3648, 1/2000) e anti-laminina (Sigma, L9393, 1/1000). DMSO: dimetilsulféxido
0,1%; F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3',4’-dihidroxiflavona), F32 (4',5,7-
trinidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone); F7 (3,3'4',5,6-
pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona).
A figura mostra um dos trés experimentos independentes que apresentaram
resultados semelhantes. B- Analise densitométrica das bandas de expressdo de

fibronectina e laminina.



MMP-2
(verde)
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Figura 9- Imunomarcacdo das MMP-2 expressas em células GL-15. As células GL-15 foram tratadas com o DMSO a 0,1% ou

com flavonoéides na concentracdo de 50 puM, por 48h. As células fixadas mostram marcacédo intracelular e extracelular. Marcacéo
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verde: MMP-2; marcacdo vermelha (Evans Blue -10mg/mL — Fluka): citoplasma; marcacao azul (DAPI - 5ug/ml): nucleo. Fixacao
realizada antes da marcacdo. DMSO: dimetilsulfoxido 0,1%; F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32 (4’,5,7-

trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-
pentahidroxiflavona). Objetiva 20 x 0.70.
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Figura 10- Analise por western blot da expressdo das MMP-2 em culturas de
células da linhagem GL-15. A- Analise através de western blotting da expresséao de
matriz-metaloproteinases em células de glioblastoma multiforme da linhagem GL-15,
apos 48 horas de tratamento em condicdo controle (DMSO: dimetilsulféxido 0,1%) e
tratamento com os flavondides a 50uM: F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3',4-
dihidroxiflavona), F32 (4’,5,7-trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7
(3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da 3,3'4'5,6-
pentahidroxiflavona). Peso molecular em kDa esta indicado a esquerda na figura. A
figura mostra uma dos trés experimentos independentes que apresentaram
resultados semelhantes. B- Analise densitométrica das bandas de expressdo de
MMP-2 ativa.
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Figura 11- Andlise zimogréfica da atividade gelatinase de MMPs e em culturas
de células da linhagem GL-15. A- Atividade avaliada no sobrenadante de GL-15,
analisado pelo ensaio de zimografia em gelatina a 1%, ap0s 24 horas de tratamento
na condicao controle (DMSO 0,1% ), e tratamento com os flavonoides [50 uM] F11
(5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32 (4’,5,7-trihidroxiflavona), F12
(3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-
ramnoglicosideo da 3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona). Peso molecular do marcador em
kDa esta indicado a esquerda da figura. B- Analise densitométrica das bandas de

degradacao enzimatica.



Conexina 43

RUTINA

Figura 12- Imunomarcacédo de Cx-43 expressas em células GL-15. As células GL-15 foram tratadas com o DMSO a 0,1% ou
com flavonéides na concentracdo de 50 uM, por 48h. As células fixadas mostram marcacao intracelular e extracelular. Marcacéo
verde: conexina-43; marcacdo vermelha (Evans Blue -10mg/mL — Fluka): citoplasma; marcacdo azul (DAPI - 5ug/ml): nucleo.

Fixacdo realizada antes da marcagdo. DMSO: dimetilsulfoxido 0,1%; F11 (5,7-dihidroxiflavona), F2 (3’,4’-dihidroxiflavona), F32
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(4°,5,7-trihidroxiflavona), F12 (3,4',5,7-tetrahidroxiflavone ) F7 (3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona) ou rutina (3-ramnoglicosideo da
3,3',4',5,6-pentahidroxiflavona). Objetiva 20 x 0.70.



1- Condigéo controle 2- Células Tratadas

Figura 13- Analise por microscopia eletrénica de transmissédo de células da linhagem GL-15. 1- As células GL-15 foram

tratadas com o DMSO a 0,1% ou com flavondides na concentracdo de 50 uM, por 48h. Células em condicdo controle (DMSO
0,1%). A: células apresentando nucleo longo com cromatina dispersa e nucléolo grande e centralizado ao ndcleo (seta branca). B:
Presenca de estrutura tipo filopodia na superficie da membrana (seta escura) e RER de aspecto preservado (cabeca de seta

branca). Nota-se também a presenca de mitocondrias pequenas com aspecto esférico. C: Complexo de Golgi de aspecto
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preservado (seta branca). D: RER preservado (cabeca de seta branca) e mitocdndrias curtas esféricas e eletrolucentes. 2-
Microscopia eletrdnica de transmisséo de células da linhagem GL-15 tratadas com flavondides. A: células apresentando nucleo de
aspecto retraido (seta fina branca), com RER dilatado (seta grossa branca). Observa-se também a presenca de cisternas do
complexo de Golgi muito dilatadas (cabeca de seta branca). B: Imagem ampliada do complexo de Golgi, mostrado dilatacéo das
cisternas (cabeca de seta branca). C: RER dilatado (seta grossa branca) e presenca de figuras de mielina (setas escuras). D:

Mitocondrias com morfologia e tamanho variados, mais eletrodensas e mostrando aspecto de cristolise (setas tracejadas branca).



CONCLUSOES

Nossos resultados in vitro demonstraram que:

a)

b)

d)

O flavondide rutina apresenta capacidade para inibir a proliferacdo celular
através da via ERK/MAPK, induzir apoptose e diferenciacdo em células de
glioblastoma multiforme humano da linhagem GL-15;

Os flavondides polihidroxilados 3',4’-dihidroxiflavona, crisina, kaempferol,
guercetina, apigenina e rutina apresentam efeito morfogénico, induzindo as
células a assumir um fendtipo bipolar e a expressarem GFAP, caracteristicas
estas de diferenciagdo astroglial;

Os flavondéides polihidroxilados apresentaram efeito anti-migratério e anti-
invasivo em células de glioblastoma multiforme humano da linhagem GL-15,
pois induziram aumento na expressao de proteinas de MEC associadas a
adesao celular e reduziram a atividade e expressao de MMP-2, bem como a
formacdo de processos citoplasmaticos (filopodias) associados a atividade
migratoria celular;

Os flavonodides polihidroxilados foram capazes de induzir apoptose em células

de glioblastoma da linhagem GL-15.



129
PERSPECTIVAS FUTURAS

Em nosso trabalho, mostramos o efeito de flavondides em induzir diferenciacéo
celular, aumentar a expressédo de proteinas de MEC associadas a adeséo celular, e
em inibir a expressdo e atividade de MMPs, bem como a formacéo de protrusdes
citoplasmaticas finas (filopodias), associados aos processos de migracao e invasao
celular. Entretanto, ainda é preciso investigar o mecanismo de acdo destes
flavondides em células de glioma bem como investigar os mecanismos moleculares
envolvidos nas respostas antiproliferativa e antitumoral, induzidas pelos flavondides.
Portanto, pretendemos em trabalhos futuros, investigar os efeitos dos flavondides
nas vias de sinalizacdo envolvidas com a proliferacdo e migracdo em células de

gliomas.
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